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Los miRNAs son RNAs pequeños no codificantes asociados con la regulación post-
transcripcional de genes, en melanoma, un cáncer de melanocitos, células 
especializadas en la síntesis de melanina. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la 
expresión diferencial de miRNAs y establecer potenciales relaciones funcionales a través 
de sus dianas en la línea celular de melanoma B16F1 bajo condiciones de disminución 
del crecimiento celular y pigmentación diferencial inducidas por la L-tirosina (L-Tyr) y la 5-
bromo-2´-deoxiuridina (BrdU) in vitro. Se confirmó una reducción en la proliferación y 
cambios en la concentración de melanina en células B16F1 expuestas a BrdU 2.5 µg.mL-
1 o a L-Tyr 5 mM. Usando DEseq2, se analizaron los conteos obtenidos por small 
RNAseq y se determinó la expresión diferencial de 35 miRNAs en células expuestas a L-
Tyr, 22 sub-expresados y 14 sobre-expresados; y de 33 miRNAs por exposición a BrdU, 
11 sobre-expresados y 21 sub-expresados. El análisis bioinformático, facilitó la 
construcción de modelos en red de co-expresión y de regulación de miRNAs junto a 
dianas asociadas por enriquecimiento funcional KEGG, con el control del ciclo celular, 
senescencia y pigmentación. Los niveles de expresión de los microRNAs 211-5p, 129-5p, 
148b-3p, 470-5p, 470-3p, 27b-3p y 30d-5p y de los mRNAs Mitf, Tyr, Tyrp1, Dct, Ccnd1, 
Cdk4 Cdk2 y p21, se confirmaron por RT-qPCR. Los resultados obtenidos, mejoran 
nuestra comprensión de las potenciales asociaciones funcionales entre conjuntos de 
miRNAs y genes durante la melanogénesis, el control del ciclo celular y la senescencia y 
propone nuevos escenarios para el estudio del melanoma. 
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miRNAs are small non-coding RNAs associated with post-transcriptional gene regulation 
in melanoma, a cancer of melanocytes, cells specialized in melanin synthesis. The 
present work aimed to evaluate the differential expression of miRNAs and to establish 
potential functional relationships through their targets in the B16F1 melanoma cell line 
under conditions of decreased cell growth and differential pigmentation induced by L-
tyrosine (L-Tyr) and 5-Bromo-2'-deoxyuridine (BrdU) in vitro. A reduction in proliferation 
and changes in melanin concentration was confirmed in B16F1 cells exposed to 2.5 µg. 
mL-1 BrdU or 5 mM L-Tyr. Using DEseq2, counts obtained by small RNAseq were 
analyzed and differential expression of 35 miRNAs in cells exposed to L-Tyr, 22 under-
expressed, and 14 over-expressed; and of 33 miRNAs by exposure to BrdU, 11 over-
expressed and 21 under-expressed. The bioinformatics analysis facilitated the 
construction of co-expression and miRNA regulation network models together with 
associated targets by KEGG functional enrichment, with the control of the cell cycle, 
senescence, and pigmentation. Expression levels of 211-5p, 129-5p, 148b-3p, 470-5p, 
470-3p, 27b-3p and 30d-5p microRNAs and Mitf, Tyr, Tyrp1, Dct, Ccnd1, Cdk4 Cdk2 and 
p21 mRNAs were confirmed by RT-qPCR. The results obtained, improve our 
understanding of the potential functional associations between miRNAs and gene sets 
during melanogenesis, cell cycle control, and senescence and propose new scenarios for 
the study of melanoma. 
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El cáncer es un nombre común para referirse a un conjunto de más de 100 
enfermedades neoplásicas, en donde un tipo celular experimenta cambios en la 
capacidad de proliferación, supervivencia, migración y angiogénesis, cambios 
generalmente asociados con la habilidad de invadir otros tejidos y diseminarse a otros 
órganos; ésta última etapa, conocida como metástasis (Cao, DePinho, Ernst, & Vousden, 
2011; Hanahan & Weinberg, 2011). Ese proceso multi etapas de la progresión tumoral 
involucra alteraciones genéticas y epigenéticas que, de manera acumulada y en 
conjunto, podrían conferir ventaja selectiva a algunas células tumorales y generar una 
alta heterogeneidad celular y molecular, condiciones que podrían relacionarse con la 
progresión tumoral (Gomez, 2009). 
 
El melanoma cutáneo es un cáncer de melanocitos, células especializadas en la síntesis 
de melanina, una neoplasia maligna caracterizada por un aumento en la proliferación 
celular y en la capacidad de invasión y metástasis. Estas huellas coindicen con cambios 
en la expresión de genes, producto de la alteración en la secuencia del DNA, además de 
alteraciones en los mecanismos de regulación epigenética, como la ejercida por los 
microRNAs (miRNAs), RNAs pequeños no codificantes entre los 17-22 nt, que juegan un 
papel fisiológico a nivel post-transcripcional en la regulación de la expresión de hasta el 
60% de los genes codificantes de proteínas en mamíferos e implicados en la regulación 
de una amplia variedad de procesos celulares en melanoma que abarcan proliferación, 
muerte, control del ciclo celular, angiogénesis, diferenciación, melanogénesis y hasta 
metástasis (Aftab, Dinger, & Perera, 2014; Glud & Gniadecki, 2013; Kunz, 2013; Mione & 
Bosserhoff, 2015).  
 
La mayoría de los miRNAs se derivan de RNAs largos de cadena doble intramolecular, 
que se escinden secuencialmente por acción de RNasas tipo III, primero en el núcleo y 
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después en el citoplasma, hasta generar un duplex de microRNA. Tras etapas 
posteriores de procesamiento molecular, una de las hebras del duplex es asociada a un 
complejo de silenciamiento inducido por microRNA (miRISC), que desencadena la 
disminución en un mRNA específico por degradación del transcrito o una represión de la 
traducción del mRNA a proteína (Ameres & Zamore, 2013). Un mismo miRNA puede 
tener como blanco molecular (diana) cientos de mRNAs, y a su vez, un mismo mRNA 
puede ser diana de varios miRNAs, por lo que la variación en la expresión de miles de 
genes podría ser explicada desde cambios en los patrones de expresión de algunos 
miRNAs (Pritchard, Cheng, & Tewari, 2012). A la fecha, se tienen registradas en 
miRBase, 2654 secuencias en humano correspondientes a miRNAs maduros (Kozomara, 
Birgaoanu, & Griffiths-Jones, 2019), y varios de ellos han sido clasificados en oncomiRs y 
miRNAs supresores, en función de su regulación sobre genes supresores tumorales o 
sobre oncogenes, respectivamente (Kunz, 2013; C. Price & Chen, 2014; D. Wang et al., 
2010).  
 
La investigación in vivo e in vitro asociada a miRNAs en melanoma, se enfoca en 
establecer cambios de expresión, en muestras de pacientes o en líneas celulares y 
sugerir desde los resultados, una asociación funcional entre la expresión de los miRNAs, 
la regulación de sus blancos moleculares y los estados discretos de la progresión 
tumoral, pero poco se conoce en cuanto a cambios en la expresión de miRNAs en 
modelos inducidos de supresión de crecimiento tumoral, un enfoque que podría ampliar 
la visión de la participación de los miRNAs en la reprogramación tumoral, la 
interpretación de los mecanismos del control de la proliferación, el conocimiento de las 
bases moleculares de la senescencia, de la diferenciación celular y de la trasformación 
maligna en melanoma, conocimiento requerido a la hora de generar estrategias más 
efectivas y selectivas de supresión del crecimiento tumoral. 
 
Al respecto, en la línea de investigación Bases moleculares de la diferenciación celular y 
transformación maligna del Laboratorio de Fisiología Molecular del Instituto Nacional de 
Salud, se estudian algunos mecanismos fisiológicos de supresión inducida del 
crecimiento tumoral en melanoma. Al respecto, se ha demostrado que la estimulación o 
represión melanogénica con el aminoácido L-tirosina (L-Tyr) o el análogo de la timidina, 
la 5-bromo-2'-deoxiuridina (BrdU), respectivamente, genera en la línea B16 de 
melanoma, un diferencial de expresión de RNA mensajero (mRNA), una reducción 
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significativa del crecimiento celular, conexo con fenotipos de diferenciación o asociados a 
senescencia (Gomez, 2009; Gomez, Strasberg Rieber, & Rieber, 1995, 1996; Peñaloza & 
Gomez, 2000). Usando este modelo celular, Gómez y colaboradores informaron que la 
exposición a BrdU, genera una expresión diferencial de los miRNAs 138 y 470 evaluada 
por RT-qPCR stem loop (Flórez Vargas & Gomez, 2008). Las implicaciones de la 
alteración en la expresión, actividad y distribución de estos y otros posibles microRNAs 
en el contexto de reducción de la proliferación y fenotipos de pigmentación diferenciales 
provocados por la exposición a L-Tyr o a BrdU son a la fecha desconocidos. De esta 
manera se propuso en esta tesis responder la pregunta: ¿Es posible asociar la 
disminución de la proliferación celular y la pigmentación diferencial inducida por la L-Tyr y 




Evaluar la expresión diferencial de miRNAs y establecer potenciales relaciones 
funcionales a través de sus dianas en la línea celular de melanoma B16 bajo condiciones 
de disminución del crecimiento celular y de pigmentación diferencial inducidas por la L-
tirosina (L-Tyr) y la 5-bromo-2´-deoxiuridina (BrdU) in vitro.  
Objetivos específicos 
 Comparar la expresión de miRNAs en la línea celular de melanoma B16 
expuestas a L-Tyr y a BrdU respectivamente (se aborda en el capítulo 2) 
 Inferir redes genéticas de los miRNAs expresados, predecir las dianas 
moleculares de los diferencialmente expresados e identificar sus potenciales 
implicaciones sobre la proliferación celular y la pigmentación (se aborda en el 
capítulo 3) 
 Confirmar experimentalmente la expresión diferencial de dos miRNAs y cuatro de 
sus dianas moleculares que se asocien con pigmentación y proliferación celular, 
en la línea celular de melanoma B16 inducida a pigmentación diferencial y/o 





Las hipótesis planteadas para este trabajo se describen a continuación. 
Hipótesis nula 
 
La reducción en la proliferación y la pigmentación diferencial inducidas por la L-Tyr y 
BrdU en la línea celular de melanoma B16 no se asocia con una expresión diferencial de 
conjuntos de miRNAs y sus dianas moleculares mRNAs 
Hipótesis alterna 
 
La reducción en la proliferación y la pigmentación diferencial inducidas por la L-Tyr y 
BrdU en la línea celular de melanoma B16 se asocia con una expresión diferencial de 
conjuntos de miRNAs y sus dianas moleculares mRNAs. 
 
Este fue un estudio descriptivo experimental de laboratorio en modelo celular in vitro. El 
modelo experimental se basa en la evaluación de los perfiles de expresión de microRNAs 
en células de melanoma B16 inducidas o no a supresión del crecimiento por exposición a 
5-bromo-2´-deoxiuridina (BrdU) o a L-Tirosina (L-Tyr). Así, se plantea un grupo control: 
Células B16 pigmentadas y proliferantes en condiciones estándar de crecimiento y dos 
grupos experimentales: i) células B16 hipopigmentadas y con disminución de su 
proliferación celular por exposición a BrdU [2.5 µg mL-1] (asociadas a un fenotipo 
senescente) y ii) células B16 hiperpigmentadas y con disminución de su proliferación 
expuestas a L-Tyr [5 mM] (asociadas a un fenotipo de diferenciación terminal), bajo 
protocolos que previamente han sido estandarizados en el laboratorio de Fisiología 
Molecular  (Grupo control celular B16: incubadas por 72 horas a 37 °C con 5% CO2; 
Grupos experimentales celular B16: incubadas BrdU  o L-Tyr por 72 horas a 37 °C con 
5% CO2) (Gomez et al., 1995, 1996; Peñaloza & Gomez, 2000).  
 
Entre las ventajas de este modelo experimental, que permitirán abordar la pregunta de 
investigación se encuentran: 1. Es una línea celular ampliamente caracterizada. 2. Es un 
modelo experimental singénico, establecido en el laboratorio de Fisiología molecular en 
el que se ha demostrado la pigmentación diferencial concomitante con reducción del 
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crecimiento tumoral y con algunos cambios morfológicos y moleculares al ser expuestas 
a BrdU o a L-Tyr, que no se explican desde una variación genética. 
 
En el Diagrama 1-1 del primer capítulo de la tesis, se relacionan los objetivos y los 
métodos correspondientes. En resumen, previo al abordaje de los objetivos se realizó 
una confirmación del modelo experimental (capítulo 1) por exposición al aminoácido L-
Tyr 5 mM o al análogo de la timidina la 5-Bromo-2’deoxiuridina 2,5 µg. mL-1, se procedió 
a evaluar el nivel de expresión de los microRNAs para cada condición (capítulo 2). Con 
los miRs diferencialmente expresados, se realizó la construcción de modelos en red de 
co-expresión de microRNAs y de redes de regulación, para estas últimas, se realizó la 
predicción de las dianas moleculares (mRNAs) y el enriquecimiento mediante vías de 
señalización KEGG, estableciendo vías de señalización que por distribución 
hipergeométrica presentan potencial implicación en el cambio fenotípico mencionado 
(capítulo 3). Seguidamente, la expresión de algunos de los nodos (miRNAs) de las redes 
generadas fueron validados experimentalmente, para ello, se realizaron ensayos de RT-
qPCR stem loop para miRNAs y RT-qPCR para algunos mRNAs, que por predicción son 
potenciales dianas de los miRNAs. Finalmente, ensayos de western blot e 
inmunofluorescencia permitieron confirmar el nivel de expresión y la localización a nivel 
de proteína asociada al fenotipo senescente, de reducción en la proliferación y de 






Capítulo 1. Modelo in vitro de supresión del 
crecimiento celular y pigmentación 
diferencial inducidos en células B16F1 de 
melanoma. 
El laboratorio de fisiología molecular del Instituto Nacional de Salud de Colombia ha 
reportado evidencia de una reducción en el crecimiento de células de melanoma B16F1 
expuestas durante 72 horas al aminoácido L-tirosina 5 mM (L-Tyr), concomitante con un 
incremento en el orden de la concentración de melanina de 25.7 veces (Flórez Vargas & 
Gomez, 2008) y una supresión del crecimiento al tratamiento con la 5-bromo-2'-
deoxiuridina 2.5 µg.mL-1 (BrdU), junto a un fenotipo de hipopigmentación y de cambios 
morfológicos en la línea con respecto a su contraparte (células B16 no tratadas) 
(Peñaloza & Gomez, 2000), entre los que destacan el aumento de tamaño, extensión y 
aparente aplanamiento y prolongación celular que sugieren un fenotipo senescente 
inducido (Flórez Vargas & Gomez, 2008).  Aunque el fenotipo de senescencia inducida 
por exposición a BrdU y de hipopigmentación ya ha sido reportado en otros modelos 
celulares (Garcia, Werner, & Szabo, 1979; Glovanella et al., 1976; Michishita et al., 
1999), así como de hiperpigmentación inducida por la L-Tyr en células B16F1, se debe 
avanzar en su caracterización bioquímica y molecular. Como se presenta en el Diagrama 
1-1, antes de abordar los objetivos de esta tesis, en este capítulo, se describen aspectos 
relevantes sobre el melanoma, la senescencia celular, la 5-bromo-2'-deoxiuridina y la 
melanogenesis; se describen los resultados asociados a la confirmación y caracterización 
bioquímica y molecular del modelo in vitro de supresión del crecimiento celular y 
pigmentación diferencial inducidos en células B16F1 de melanoma por exposición a BrdU 




Diagrama 1-1 Objetivos y diseño experimental de la tesis. 
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Objetivo general (parte superior izquierda) y objetivos específicos (segunda fila, abordados en los capítulos 2, 3 y 4, para los objetivos 
específicos 1, 2 y 3, respectivamente). Los números entre paréntesis y en color rojo, relacionan los métodos generales utilizados en la 





El melanoma cutáneo, un cáncer de melanocitos, células especializadas en la síntesis de 
melanina, es el tipo de cáncer cuyo pronóstico en fase de expansión local, genera la más 
baja expectativa de supervivencia en los pacientes. Tan sólo en Colombia, para el 
periodo 2000-2012 se reportaron 2904 muertes por esta causa, 53% en hombres y 43% 
en mujeres (García, 2017) y en Estados Unidos, se estima que este año, serán 
reportados unos 100,000 nuevos casos de melanoma cutáneo y al menos 6850 muertes 
(Siegel, Miller, & Jemal, 2020). Aunque se cuenta con una caracterización histopatológica 
de la progresión del melanoma (Balch et al., 2009; Miller & Mihm, 2006), se carece de 
una caracterización molecular que integre el conocimiento sobre la interacción del 
ambiente (por exposición a radiación ultravioleta, por ejemplo) y los cambios genéticos y 
epigenéticos asociados a esta fisiopatología.  
 
Algunos modelos experimentales de investigación del melanoma in vitro e in vivo, se 
enmarcan en comparaciones multinivel que involucran análisis del proteoma, genoma, 
transcriptoma y metaboloma bajo condiciones de operación ―normales‖ y en muestras de 
melanoma, desde los cuales se intenta asociar funcionalmente los fenotipos observados 
con cambios en los patrones de interacción bioquímica y molecular durante la iniciación, 
progresión y metástasis (D. C. Bennett, 2015; Damsky, Theodosakis, & Bosenberg, 2014; 
Haass, Smalley, Li, & Herlyn, 2005; Kyrgidis, Tzellos, & Triaridis, 2010; J. T. Lee, 2012; 
Rothhammer & Bosserhoff, 2007; A. H. Shain et al., 2015). A partir de estos análisis, se 
ha logrado identificar algunas redes y vías principales de señalización intracelular 
implicadas en regulación de la proliferación, apoptosis, senescencia y ciclo celular en 
melanoma, que involucran genes alterados en melanoma, como la red SCF/c-KIT 
(incluye las vías NRAS, MAPK y PI3K/AKT); la red Wnt/Frizzled (APC, β-catenina) y la 
red α-MSH/MC1R (PKA, CREB, MITF), este último, el factor de transcripción asociado a 
microftalmia, el master regulador del melanocito y de la melanogénesis o síntesis de la 
melanina (D. C. Bennett, 2015).  
 
Se ha reportado que cerca del 10% de los casos de melanoma son de origen familiar, e 
involucran mutaciones puntuales en el gen supresor tumoral p16INK4a (CDKN2A) y 
alteraciones en las vías MAP-quinasa, PI3K/AKT, WNT y MITF, así como mutaciones de 
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ganancia de función de los oncogenes BRAF, NRAS, KIT entre otros, que en conjunto 
tendrían efectos sobre el control del ciclo celular y la proliferación (D. C. Bennett, 2015; 
Damsky et al., 2014; Goppner & Leverkus, 2011; Rothhammer & Bosserhoff, 2007; A. H. 
Shain et al., 2015).  
 
Pero al igual que en otros tipos de cáncer, en melanoma tanto el genotipo como el 
fenotipo, pueden cambiar con el tiempo y estos cambios han sido asociados a 
mecanismos epigenéticos, entre otros, al silenciamiento de genes supresores tumorales 
a través de metilación del DNA en sus regiones promotoras, algunos de estos controlan 
el ciclo celular como p16INK4a y p14ARF y otros adhesión celular como E-caderina o P-
caderina que igualmente pueden ser controlados por metilación en su promotor (Goppner 
& Leverkus, 2011), la activación de oncogenes, el remodelamiento de la cromatina, la 
regulación mediana por RNAs no codificantes (como los microRNAs), este último, eje 
central de esta tesis y que será abordada en los capítulos 2 y 3 (Aftab et al., 2014; 
Damsky et al., 2014; Haass et al., 2005; J. T. Lee, 2012; Sarkar, Leung, Baguley, Finlay, 
& Askarian-Amiri, 2015). 
1.2 Senescencia celular  
La senescencia celular fue inicialmente descrita en 1965 por Hayflik y Morread en 
fibroblastos humanos, al observar que estas células normales humanas gradualmente 
pierden el potencial replicativo bajo condiciones normales de cultivo (Hayflick, 1965; 
Rodier & Campisi, 2011). Por lo tanto, la senescencia celular ha sido definida como 
arresto celular replicativo, un estado en el cual la proliferación es irreversiblemente 
inhibida en su crecimiento (Campisi & d'Adda di Fagagna, 2007). Este proceso de 
senescencia replicativa en células humanas ha sido asociado a un acortamiento y otros 
cambios estructurales de los telómeros en los extremos de los cromosomas (Kuilman, 
Michaloglou, Mooi, & Peeper, 2010). Los cambios teloméricos en las células que están 
en senescencia replicativa, muestran similitudes con la respuesta al daño en el DNA 
(Flórez Vargas, 2008). 
Sin embargo, la senescencia también es inducida en ausencia de cualquier pérdida de 
telómeros o disfunción detectable; esta senescencia inducida por oncogenes o estrés 
celular, involucra la participación de p16, p53 y pRb como principales reguladores, 
apoyando la hipótesis que la senescencia celular es un mecanismo supresor tumoral 
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(Rodier & Campisi, 2011; Salama, Sadaie, Hoare, & Narita, 2014). En los últimos años, 
las pruebas de una senescencia inducida o prematura, se ha focalizado en su papel 
crítico en la supresión tumoral y el control del ciclo celular (Kuilman et al., 2010). Los 
procesos de senescencia celular son similares en cuanto a cambios morfológicos y 
fisiológicos específicos se refiere, e inducen la expresión de un grupo particular de más 
de 872 genes llamados genes asociados a senescencia. Aunque hay argumentos sobre 
la similitud entre la senescencia replicativa y la inducida; sus mecanismos moleculares 
siguen sin resolverse.  
Además de cambios en la expresión y actividad de genes y proteínas, el ensamblaje de 
la cromatina es esencial para mantener la organización funcional del genoma en 
eucariotas. La integridad de esta organización puede ser comprometida durante cualquier 
evento que requiera el remodelamiento de la cromatina como el ciclo celular o la 
diferenciación celular induciendo cambios en los programas de expresión génica. En el 
núcleo de las células senescentes, la cromatina sufre un dramático remodelamiento por 
la formación de dominios de heterocromatina facultativa denominados focos de 
heterocromatina asociada a senescencia (SAHF). Los SAHF son dominios 
especializados de heterocromatina facultativa que se forman en células senescentes 
(Kuilman et al., 2010; Rodier & Campisi, 2011) y contienen proteínas características de la 
heterocromatina transcripcionalmente silente, como H3K9me3, HP1, macroH2A y un 
grupo de proteínas denominadas HMGA. Genes que promueven la proliferación celular, 
entre ellos, las dianas de la familia de los factores de transcripción E2F son reclutados 
dentro de SAHF, permitiendo un silenciamiento irreversible de la expresión de estos 
genes y como consecuencia el arresto permanente del ciclo y la supresión de la 
proliferación celular (Flórez Vargas, 2008). Dentro de las pruebas bioquímicas más 
comunes que sugieren células en estado senescente están los ensayos de beta 
galactosidasa asociada a senescencia (SA-β-Gal) (Noren Hooten & Evans, 2017), una 
prueba de actividad enzimática asociada a la beta galactosidasa que en células con 
fenotipo senescente y bajo condiciones de pH 6.0, cataliza el sustrato cromogénico X-gal. 
1.3 5-bromo-2´-deoxiuridina (BrdU) 
La BrdU tiene por fórmula molecular C9H11BrN2O5, es un análogo de la timidina con 
capacidad de incorporase al DNA y alterar su síntesis; es uno de los miembros del grupo 
de agentes farmacológicos que afectan el metabolismo de nucleótidos, se considera 
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como un potente radiosensibilizador de células tumorales (Diermeier, Schmidt-Bruecken, 
Kubbies, Kunz-Schughart, & Brockhoff, 2004) y es comúnmente utilizado en análisis de 
ciclo celular (Abdel-Malek et al., 1988; Terry & White, 2006). 
 
El efecto radiosensibilizador de la BrdU se debe, en parte, por su incorporación al DNA, 
que resulta en varios tipos de lesiones que incluyen mutaciones, sitios frágiles, ruptura de 
cromátides, intercambio de cromátides hermanas, micronucleación, hipermetilación del 
DNA, polipliodización e inducción de formas tipo A en el DNA (Masterson & O'Dea, 
2007). Estas lesiones generan efectos disruptivos en diferentes sistemas vivos; alterando 
patrones de transcripción del DNA de la célula en que haya sido incorporado (P. M. Price, 
1976), aumentando la afinidad de otras moléculas por las zonas de la cadena que 
contengan BrdU, alterando la unión de proteínas reguladoras a la cadena de DNA, 
inhibiendo la expresión de algunas funciones de diferenciación celular, suprimiendo la 
proliferación celular e incluso provocando alteraciones en la membrana plasmática de las 
células. (Diermeier et al., 2004; Epstein, Fukuyama, & Drake, 1973; Garcia et al., 1979; 
Levkoff et al., 2008; Masterson & O'Dea, 2007; Michishita et al., 1999; P. M. Price, 1976; 
Silagi, 1976; Thomas, Chan, Chang, & Damsky, 1993). 
 
Sin embargo, la investigación de la respuesta celular al estrés genotóxico originado por la 
incorporación de la BrdU al DNA celular es limitada. Se sabe que el sistema de 
reparación por desapareamiento de un nucleótido es activado en células bajo BrdU. 
Otras evidencias experimentales sugieren que la BrdU induce cambios morfológicos 
significativos en varios tipos celulares, con lo cual la BrdU, se usa como agente inductor 
de diferenciación in vitro e in vivo. Por otra parte, ensayos de la beta galactosidasa 
asociada a senescencia (SA-β-Gal) sugirieren que la BrdU genera fenotipo de 
senescencia celular en células tumorales y no tumorales, (Michishita et al., 1999; Suzuki, 
Michishita, Ogino, Fujii, & Ayusawa, 2002; Suzuki et al., 2001). 
 
Ya en células de melanoma, ultra-estructuralmente, la BrdU produce una ausencia de 
melanosomas, concomitante con una interrupción de la matriz lamelar del retículo 
endoplasmático rugoso y una disposición perinuclear de microfilamentos irregular. La 
superficie celular también se ve alterada, toda vez que las uniones celulares no se hacen 




En el melanocito, la melanogénesis es una forma compleja de la función diferenciada, 
que implica la síntesis de la tirosinasa y el control de su actividad, la síntesis 
macromolecular del melanosoma, y la posterior síntesis de la melanina dentro de la 
melanosomas. La BrdU parece inhibir la melanogénesis a través de una interferencia 
coordinada y simultánea con estos procesos, sugiriendo un programa de la actividad 
génica que regula la melanogénesis y que es afectado por la incorporación dela BrdU 
(Garcia et al., 1979). Este análogo de la timidina, suprime la melanogénesis en células de 
melanoma de hámster sirio. La tirosinasa, enzima clave para la síntesis de la melanina y 
cuyo factor de transcripción el MITF, es suprimida por la exposición a la BrdU, y la caída 
de la actividad de la enzima se correlaciona con un descenso en el nivel de mRNA 
tirosinasa, sin embargo, la supresión de la expresión génica de la tirosinasa por BrdU no 
se debe a la incorporación de BrdU en secuencias cuesta arriba del gen de la tirosinasa. 
El mecanismo de inhibición no está dilucidado (Garcia et al., 1979; Rauth & Davidson, 
1993; Wrathall, Oliver, Silagi, & Essner, 1973). 
 
En 1976, Price y colaboradores utilizaron células del clon B(5) 59, derivadas de la línea 
de melanoma B16, altamente tumorigénicas y melanóticas y las mantuvieron en 
crecimiento bajo tratamiento con BrdU generando la línea C(3) 471, una línea que en su 
medio contenía BrdU, una línea no tumoral, amelanótica, y sin ningún activador del 
plasminógeno (P. M. Price, 1976). A pesar del hecho de que al menos dos de las 
proteínas sintetizadas por las células B (5) 59 no fueron detectables en las células C (3) 
471, Price sugirió que el principal efecto de la incorporación de BrdU en el DNA es la 
inducción en lugar de la represión de la transcripción de las secuencias de mRNA 
poliadeniladas. 
1.4 Melanina: Biogénesis, composición y estructura 
1.4.1 Composición y estructura química de la melanina 
Las melaninas son descritas como pigmentos formados por la polimerización oxidativa de 
compuestos fenólicos o indólicos derivados del 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina (L-DOPA) y 
por ende del aminoácido L-tirosina (L-Tyr); son moléculas orgánicas de alto peso 
molecular, con carga negativa, resistentes a la degradación con ácidos pero susceptibles 
a la degradación con bases fuertes, hidrofóbicas, insolubles en agua o solventes 
orgánicos (Urán & Cano, 2008). Estos polímeros heterogéneos derivados de la oxidación 
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de fenoles y subsecuente polimerización de fenoles intermediarios y sus quinonas 
resultantes (Solano, 2014), tienen por formula empírica C18H10O4N2, y coeficientes de 
extinción de 14.8 y 13.8 cm-1(g/l)-1 a 400 nm para la eumelanina (Lagunas, 2004).  
 
 
Diagrama 1-2 Principales monómeros asociados a la formación de melaninas.  
Traducido de Solano, F. (2014). "Melanins: Skin Pigments and Much More—Types, 
Structural Models, Biological Functions, and Formation Routes." New Journal of Science 
2014. Autorizada su reproducción y traducción por el autor. 
 
Las melaninas son clasificadas de acuerdo a su composición y distribución química en 
eumelaninas, de color negra o café, derivadas de Levodopa (L-DOPA); feomelaninas, 
amarillas o rojizas debido a la incorporación de cisteína con L-DOPA; las piomelaninas, 
de color café, formadas por compuestos del ácido homogentísico a partir de tirosinasas; y 
las melaninas de dihidroxinaftaleno (alomelanina), pigmentos derivados a partir de 
acetatos por la vía de la polikétido sintasa y, generalmente, son de color negro o café. En 
el Diagrama 1-2. se exponen los principales precursores monoméricos del pigmento.  
 
La melanización se encuentra ampliamente distribuida en los dominios arquea, bacteria y 
eucaria, en los mamíferos, los melanocitos producen principalmente DOPA melaninas, un 
precursor de la eumelanina y feomelanina en orgánulos especializados llamados 
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melanosomas. En humanos, se encuentra en la piel, el cabello, el recubrimiento de la 
retina, la médula y la zona reticular de la suprarrenal, el oído interno, la substancia nigra 
y el locus ceruleus (d'Ischia et al., 2015; Solano, 2014; Urán & Cano, 2008). 
 
Como se muestra en el Diagrama 1-2, el paso de dopaquinona a eumelanina o 
feomelanina depende en parte del aminoácido cisteína, la actividad tirosinasa (TYR) y de 
la dopacromo tautomerasa (TYRP2-DCT). Estudios cinéticos sugieren tres pasos 
asociados a la composición de la mezcla de monómeros en la melanogénesis. En primer 
lugar, la producción de cisteinildopa concentración dependiente del aminoácido por 
encima de 0,13 µM; segundo, oxidación de cisteinildo para producir feomelanina, que 
dependen de la concentración de cisteinildopa por encima de 0,9 µM; y por último 
producción de eumelanina, que sólo se inicia cuando la mayoría de cisteinildopa y 
cisteínas han sido consumidos. Así, el cociente eumelanina/feomelanina estaría 
determinado, al menos en parte, por la actividad TYR y por la disponibilidad de tirosina y 
cisteínas en el melanosoma. In vitro, fue determinado la transición de feomelanogénesis 
a eumelanogenesis cuando la concentración de cisteínas es menor del 0,8 µM 
(Sarangarajan & Apte, 2006).  
1.4.2 Biosíntesis de la melanina  
La biosíntesis de la melanina es producida por células dendríticas, los melanocitos, que 
se localizan casi exclusivamente sobre la membrana basal (o germinativa) de la 
epidermis, donde se hallan alternando con los queratinocitos basales y extienden sus 
dendritas entre las células del estrato espinoso. Los melanocitos secretan gránulos de 
melanina que son transferidos a las células de la capa germinativa de la epidermis, los 
queratinocitos. Cada capa basal de melanocitos se asocia con aproximadamente 36 
queratinocitos y una célula de Langerhans (unidad de melanina epidérmica) (Brenner & 
Hearing, 2008; Fawcett, 1966).  
 
Dada la naturaleza química de la melanina, su síntesis opera dentro de organelos 
celulares especializados del linaje endosoma lisosoma, los melanosomas, orgánulos 
ovoides que se producen en los melanocitos dendríticos que representan sólo el 1% de 
las células epidérmicas (Aftab et al., 2014). Los melanosomas se ensamblan 
principalmente en zonas perinucleares y su desarrollo involucra cuatro etapas: 
organización temprana de la matriz (I), matriz organizada sin melanina (II), 
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almacenamiento de melanina (III) y matriz completamente melanizada (IV) (Babapoor, 
Fleming, Wu, & Dadras, 2014; Slominski, Tobin, Shibahara, & Wortsman, 2004).  
 
La melanogenesis en melanocitos, implica también el transporte de los melanosomas a 
través del citoplasma y exportación y distribución de los pigmentos de melanina a lo largo 
de las diversas capas de la epidermis. Los melanosomas maduros son transportados a lo 
largo de microtúbulos y filamentos de actina, esta operación es orquestada por los 
miembros de la superfamilia de proteínas kinesina (KIFs). Por ejemplo, KIF5B contribuye 
al transporte hacia el exterior de los melanosomas (Brenner & Hearing, 2008; Noguchi et 
al., 2014). Los melanocitos están equipados con citoesqueleto especializado para el 
complejo tráfico subcelular de melanosomas, que también responde rápidamente a la luz 
(Mione & Bosserhoff, 2015). 
 
Todas las melaninas están formadas generalmente por una primera fase 
enzimáticamente controlada y una segunda fase caracterizada por una incontrolada 
polimerización o no caracterizada de los intermediarios oxidados, para lo cual, las 
quinonas derivadas de la oxidación del fenol tendrían un papel crítico (Solano, 2014). Es 
posible que los radicales libres sean necesarios para iniciar la polimerización y para la 
propagación, posiblemente a través de la tirosinasa que requiere del ión superóxido en la 
polimerización de los monómeros.  
 
La síntesis de la melanina puede ser abordada por la vía Raper-Mason (Diagrama 1-3); 
el primer paso en la formación de eumelanina es la ortohidroxilación de la monofenol L-
tirosina a o-difenol (actividad de creolasa o monofenolasa) por la TYR para dar lugar a L-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA) usando oxígeno molecular. El segundo paso es la 
oxidación del o-difenol (actividad difenolasa o catecolasa) a dopaquinona en presencia 
de oxígeno molecular (Sung-Yum et al., 2003). La dopaquinona es un compuesto 
altamente reactivo por lo que espontáneamente es objeto de ciclación intramolecular 
para dar como producto leucodopacromo, el cual posteriormente se convierte en 
dopacromo. Reacciones de oxidación espontáneas subsecuentes dan lugar a los 
compuestos 5,6-dihidroxiindol (DHI) y ácido 5,6- dihidroxiindol-2-carboxílico (DHICA). La 
polimerización, también espontánea, de dopacromo, DHI, DHICA y sus correspondientes 
quinonas, causa la formación de la eumelanina (Cheun, 2004; Lindgren et al., 2012). La 
velocidad de formación de DHI/DHICA desde tirosina  en relación con la velocidad de su 
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oligomerización a melanina, altera la concentración malanosomal de precursores 
citotóxicos, dados por el ciclo redox quinona-hidoquinona (Lagunas, 2004).  
 
 
Diagrama 1-3 Vía de Raper-Mason para la formación de eumelanina y feomelanina.  
La fase inicial hasta la L-dopaquinona es común para la feomelanina y eumelanina. 
Consiste en la oxidación de L-tirosina catalizada por las dos actividades de la tirosinasa 
(TYR), la tirosina hidroxilasa y dopa oxidasa. La L-dopaquinona es el intermediario 
fundamental. La adición de L-cisteína da lugar a unidades de benzotiazina y luego a 
feomelaninas (derecha). En ausencia de L-cisteína, eumelanogénesis se lleva a cabo 
desde la L-dopaquinona un ciclado espontáneo a L-leucodopacromo. Esta indolina 
reacciona con L-dopaquinona en una reacción también espontánea muy rápido para 
producir L-dopacromo. A su vez, L-dopacromo se convierte en mezclas de DHI y DHICA, 
de acuerdo con la actividad de la Dopacromo tautomerasa (DCT o TYRP2) y de la 
velocidad de descarboxilación. Además, la oxidación de estos dihidroxiindoles por 
tirosinasa o por la enzima 1 relacionada con la tirosinasas (TYRP1) da lugar a 
indolquinonas; reacciones de reticulación posteriores entre formas hidroxi y quinona 
conducen al polímero. En esta fase final la proteína PMEL17 ubicada en el 
eumelanosoma parece tener un papel en la polimerización, en la regulación y la 
deposición del polímero en el melanosoma. Traducido de Solano, F. (2014). "Melanins: 
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Skin Pigments and Much More—Types, Structural Models, Biological Functions, and 
Formation Routes." New Journal of Science 2014. Autorizada su reproducción y 
traducción por el autor. 
 
El melanocito también expresa un intercambiador  Na-H (NHE) citoplasmático de 
membrana que regula el pH citoplasmático (Sarangarajan & Apte, 2006). La relación 
dinámica entre el melanosoma y el ambiente citosólico permite plantear un sistema de 
regulación de pH por retroalimentación entre el melanosoma y el melanocito, afectando 
por ende el  estado redox celular (d'Ischia et al., 2015). El microambiente melanosomal 
direcciona la biosíntesis de la melanina. La distribución de dominios catalíticos 
enzimáticos que regulan la síntesis y la polimerización de la melanina, asociados a un 
fino control del pH mediado por una combinación vacuolar tipo H+ adenosina trifosfatasa 
(H+ ATPasa), terminan modulando la actividad de enzimas las responsables, el proceso 
de diferenciación y la estructura melanosomal. En piel humana la polimerización se da a 
pH cercano a 4.7 (Solano, 2014). 
 
Sin duda, la correlación entre el grado de polimerización de la melanina y el estado 
redox, es un fenómeno pobremente dilucidado, sin embargo, dada la heterogeneidad en 
los pesos moleculares de la melanina, se ha sugerido que el grado de polimerización, la 
composición y el peso molecular definen las propiedades pro o anti oxidantes del 
pigmento. El grado de polimerización o peso molecular es inversamente proporcional a 
las propiedades pro-oxidativas de la melanina. Se ha demostrado que los polímeros 
sintéticos de melanina, al presentar menor grado de polimerización tiene mayor carácter 
pro-oxidativo en relación con la melanina natural (Sarangarajan & Apte, 2006).  
1.4.3 Propiedades de la melanina y Funciones Biológicas 
La síntesis de melanina, es un proceso tan ampliamente difundido que abarca desde la 
resistencia y virulencia bacteriana, la formación bacteriana de ácidos húmicos del suelo, 
síntesis de ligninas y defensa en plantas (por medio de productos quinónicos de 
oxidación enzimático), captación de fenoles tóxicos y del exceso, también tóxico, de 
oxígeno atmosférico, protección contra agentes redox y contra metales pesados, 
protección contra los rayos ultravioletas, coadyuvante en la regulación de la temperatura, 
en la atracción sexual y el camuflaje, hasta inductor de mecanismos evolutivos y 
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modulador sensorial (Alvarez Gaviria, 2007). Dada la amplia gama de melaninas, se 
considera que la producción de este pigmento es un poderoso adaptador de los 
organismos vivos a las condiciones variables del entorno. La melanina se ha demostrado 
que tiene varios papeles en fotoprotección, la termorregulación y la quelación de cationes 
(d'Ischia et al., 2015; Y. Liu & Simon, 2005; Solano, 2014). 
 
Como la melanina se encuentra en muchos tejidos animales, y en casi todos los 
organismos vivos, no es de extrañar que la melanina tenga variedad funcional. La 
mayoría de estas funciones están relacionadas con la protección contra daños  externos, 
en  respuesta a estrés y confieren ventajas ambientales para células melanizadas 
(Solano, 2014). El creciente interés por polímeros del tipo de la melanina, debido a que 
se han identificado muchas propiedades fisicoquímicas y aplicaciones importantes, como 
fotoprotectores, intercambiadores catiónicos, agentes quelantes y semiconductores 
amorfos. Así mismo, este tipo de polímeros poseen actividad antioxidante y antiviral 
(Lagunas, 2004).  
 
Frente a la reactividad de la eumelanina, esta melanina no se disuelve en agua, pero si 
en ácidos, disolventes alcalinos. La eumelanina se decolora en ácido nítrico y en ácido 
sulfúrico concentrados. La melanina reacciona con proteasas y se disocia desde sus 
melanoproteínas esféricas circundantes. Las melaninas pueden blanquearse con 3-30% 
de H2O2, con 0,25 a 0,5% de permanganato de potasio. La melanina puede reaccionar 
con permanganato para formar pirrol -2, 3, 5- ácido tricarboxílico. Dentro de las 
propiedades físicas, los anillos aromáticos y los grupos funcionales pueden absorber y 
emitir fotones, electrones, etc., sin obstáculos, capacidad universal de las melaninas de 
absorción de luz. Sin olvidar la presencia de iones metálicos asociados o no a la 
actividad catalítica durante la polimerización o la posible capacidad quelante de iones 
metálicos por parte del polímero (Cheun, 2004).  
 
Dentro de las propiedades asociadas de la melanina se han propuesto: i) polímeros 
redox, amortiguando el nivel de otras biomoléculas redox intracelulares dentro de la 
célula; ii) eliminador ―scavenger‖ de radicales, para la neutralización de radicales libres 
de oxígeno (ROS) u otras especies oxigenadas reactivas; iii) Agente quelante de iones y, 
posiblemente, intercambiador, la melanina es capaz de quelar iones metálicos a través 
de sus grupos hidroxilo fenólicos carboxilados y, en muchos casos con alta afinidad y 
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eficiencia; por lo tanto, puede servir para secuestrar iones metálicos potencialmente 
tóxicos, protegiendo el resto de la célula; iv) polímeros con fuerte capacidad de unir a una 
variedad de moléculas orgánicas, xenobióticos, y compuestos aromáticos y lipofílicos; v) 
escudo de protección para encapsular y aislar estructuras, tales como esporas de 
hongos, reforzar las paredes celulares y exocutícula en insectos; vi) material 
semiconductor con alta capacitancia, útil para dispositivos nanotecnológicos; vii) protector 
de rayos ultravioleta UV (Solano, 2014).  
1.4.4 El papel protector de la melanina contra el daño UV en la 
piel humana 
La respuesta fisiológica de la pigmentación de la piel comienza con la exposición a la 
radiación ultravioleta (UVR), lo que puede provocar daños en el DNA y por ende aumente 
la expresión de p53, que conduce a la transcripción de la pro-opiomelanocortina (POMC) 
en los queratinocitos. POMC es escindido enzimáticamente para producir αMSH, que se 
une a MC1R en los melanocitos. Esto desencadena el resto de la respuesta pigmentaria, 
en última instancia resulta en la transcripción de MITF y sus dianas, tirosinasa, DCT y 
TYRP1. La melanina se produce en los melanosomas y se transporta a los 
queratinocitos, donde forman tapas protectoras sobre los núcleos de los queratinocitos 
(Hsiao & Fisher, 2014). La melanina sintetizada dentro de los melanosomas se transporta 
a través de las dendritas a los queratinocitos adyacentes, y se acumulan dentro de los 
queratinocitos y melanocitos en la zona perinuclear como casquetes supranucleares 
donde tienen aparentemente por función la protección frente a los rayos UV (Brenner & 
Hearing, 2008). La radiación ultravioleta (UVR) es el principal factor ambiental que influye 
sobre la función y supervivencia de muchos tipos de células y se considera como el 
principal factor causal en la inducción de tumores de piel como el carcinoma de células 
basales (BCC), carcinoma de células escamosas (SCC) y melanoma cutáneo (Bald et al., 
2014; Tucker & Goldstein, 2003). 
 
La pigmentación de la piel es el factor fotoprotector más importante, ya que la melanina 
funciona como un absorbente de UVR de banda ancha. Además, muchos estudios 
epidemiológicos han demostrado una menor incidencia de cáncer de piel en personas 
con piel más oscura en comparación con aquellos con piel clara (Siegel et al., 2020). Sin 
embargo, existe una creciente evidencia de que la relación entre la pigmentación y la 
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fotoprotección es mucho más compleja de lo que a la fecha se ha presentado. Se ha 
sugerido que el daño solar inducido por UVR y su reparación son señales que inducen la 
melanogénesis (Bald et al., 2014; Brenner & Hearing, 2008). Los daños ocasionados en 
el DNA por la UVR pueden producirse por diferentes mecanismos. Pueden suceder por 
absorción directa de la energía de los fotones o mediante lesiones indirectas donde los 
cromóforos endógenos transfieren la carga a otras moléculas que son las que provocan 
las modificaciones en el DNA.  
1.5 Confirmación del modelo Experimental 
Las pruebas experimentales preliminares tuvieron como objetivos confirmar y ampliar la 
caracterización bioquímica y molecular del modelo de supresión de crecimiento celular y 
pigmentación diferencial en células B16F1 de melanoma por exposición durante 72 horas 
a la L-Tyr 5 mM o a la BrdU 2.5 µg. mL-1. Estas pruebas incluyeron: ensayos de 
proliferación, viabilidad celular, morfología, indicadores de senescencia celular y 
cuantificación de melanina. 
1.5.1 Materiales y métodos 
 Mantenimiento de la Línea celular 
 
La línea celular de melanoma B16F1: (ATCC® CRL-6322™, Virginia, USA), de 
morfología epitelial y crecimiento adherente, procedente de piel de ratón C57BL/6J, fue 
cultivada en DMEM advance (Dubecco's modification of Eagles medium) (Gibco, Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, USA), suplementado con 10 % (v/v) de suero fetal bovino 
(SFB) (Gibco), condición de pH 7.2-7.4, penicilina (100 U. mL-1) y estreptomicina (100 
µg. mL-1). Las células se incubaron a 37 °C con 5 % de CO2 y 98% de humedad 
(Presicion Scientific NAPCO 5410-120 Water Jacketed CO2 Incubator, USA). Cuando se 
alcanzó el 70 % de confluencia se realizó digestión enzimática con tripsina-EDTA 
(Sigma–Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) 0.25 % (m/v), las células se re-suspendieron 
en medio completo, se estimó el número células en un contador automático Tali™ 
Image-based Cytometer (Thermo Fisher Scientific) siguiendo las especificaciones del 
fabricante y el número de células viables se cuantificó en Cámara de Newbauer por 
exclusión con Azul de Tripán dilución 1:1 (Sigma–Aldrich). 
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 Inducción del fenotipo de disminución en la proliferación y cambios en la 
pigmentación por exposición a L-Tirosina (L-Tyr) o 5- bromo -2´-deoxiuridina 
(BrdU) 
Se sembraron en DMEM completo un promedio de 1.5*105 células B16F1 en caja de 
Petri estéril (Falcon 3003). Entre 10-12 horas posteriores a la siembra, se realizó cambio 
por medio fresco y se adicionó BrdU (Sigma–Aldrich) o L-Tyr (Biomedical Inc, Clinton, 
Township, USA) a concentración final de 2.5 µg. mL-1 y 5 mM respectivamente, para 
finalmente incubar durante 72 horas sin cambio de medio. Excepto para ensayo de 
monitoreo celular cada 48 horas hasta las 240 horas, donde se sembraron 5.0*102 
células y para la determinación de los tiempos de doblaje poblacional, en donde se 
sembró en promedio 5.0*103 células B16F1. Las microfotografías fueron capturadas en 
microscopio de luz invertido a 20x (Nikon Eclipse Ti, Kobe, Japón) utilizando el programa 
NIS-Elements-Nikon. Las células expuestas a BrdU se mantuvieron protegidas de la luz. 
Finalizado el tiempo de incubación, se hizo digestión con tripsina-EDTA al 0.25 % (m/v), 
las células se re-suspendieron en medio completo y la viabilidad fue evaluada por 
exclusión de Azul de Tripán. Adicionalmente, las células de los sobrenadantes del cultivo 
fueron recuperadas por centrifugación y la determinación de su viabilidad se realizó por 
ensayo de incorporación de yoduro de propidio (IP) en Tali™ Image-based Cytometer 
siguiendo las especificaciones del fabricante. 
 Actividad metabólica por ensayo MTT reductasa 
Las células B16F1 expuestas o no a L-Tyr o BrdU, fueron sembradas en caja de cultivo 
de 96 pozos estéril (Corning, New York, USA), transcurridas entre 10-12 horas de 
incubación, se retiró el medio e incubó nuevamente durante 1 h a 37 ºC con 0.83 mg. mL-
1 de MTT (bromuro de 3 (4,5 dimethylthiazol) 2,5 diphenyl tetrazolium) (Sigma–Aldrich) 
disuelto en buffer fosfato salino (PBS). Se retiró el exceso de MTT y se adicionó dimetil 
sulfóxido (DMSO) (Merck, New Jersey, USA) para disolver los cristales de formazán y los 
pozos fueron leídos a 560 nm en un GloMax®-Multi Detection System (Promega, 
Wisconin, USA) siguiendo las especificaciones del fabricante. Para determinar la 
proporcionalidad de los cristales de formazán diluidos con el número de células viables, 
se realizó una curva de calibración mediante 6 diluciones seriadas 1:2 a partir de 8.0*104 
células y cada pozo fue leído bajo las mismas condiciones que las muestras. Los 
resultados son mostrados como la media ± SD, N=3. Para estimar el tiempo de doblaje 
poblacional se siguió el protocolo reportado previamente (Patterson, 1979). 
 23 
 
 Análisis univariado de ciclo celular por incorporación de yoduro de propidio 
Para el análisis de ciclo celular se siguió el protocolo reportado previamente (Pozarowski 
& Darzynkiewicz, 2004). En breve, un total de 1.0*106 células B16F1 expuestas o no a L-
Tyr o BrdU fueron fijadas en etanol al 75 % (v/v) durante 2 horas a 4 °C. Se retiró el 
exceso de etanol y se lavó con PBS y el pellet celular fue re-suspendido en una solución 
de tinción de yoduro de propidio (PI) que contenía: 0.1 % (v/v) de Tritón X-100 (Sigma–
Aldrich); 10 µg.mL-1 de yoduro de propidio (Sigma–Aldrich) y 100 µg. mL-1 de RNase A 
libre de DNase (Thermo Fisher Scientific) en PBS, protegido de la luz por 30 min a T°. 
ambiente. Las muestras fueron transferidas al citómetro de flujo (BD FACSAria II™, New 
Jersey, USA) y se midió la fluorescencia a 536 nm y 617 nm de excitación y emisión, 
respectivamente para un total de 1.0*104 eventos en tres réplicas independientes. La 
estimación del porcentaje de células se realizó utilizando el programa FlowJoTM que 
supone distribuciones gaussianas de las poblaciones 2N y 4N y usando una función 
sustractiva para establecer la población de la fase S. Adicionalmente, las muestras 
fueron caracterizadas en función de su tamaño (FSC-A) y de su granulosidad (SSC-A). 
La significación estadística fue determinada sin corrección de pruebas múltiples, con un 
alfa = 0.05. 
 Cuantificación de la melanina 
La cuantificación de la melanina se realizó por espectrofotometría y fluorometría 
siguiendo protocolos reportados previamente (Fernandes, Matama, Guimaraes, Gomes, 
& Cavaco-Paulo, 2016; Ramirez & Gomez, 2005). En breve, melanina sintética (Sigma–
Aldrich) 100 µg. mL-l y células B16F1 se trataron con NaOH (Merck) 1 M a 80 °C, las 
muestras fueron centrifugadas por 1 min a 12,000 g y 4 °C, se recolectaron los 
sobrenadantes y se determinó la densidad óptica (DO) por espectrofotometría a 405 nm. 
Para cuantificación por fluorescencia, los sobrenadantes fueron incubados con peróxido 
de hidrógeno (H2O2) (Sigma–Aldrich) al 15 % (m/v) y los productos generados, se leyeron 
en el equipo Glomax con longitud de onda de 470 nm y 550 nm, de excitación y emisión 
respectivamente. Los resultados fueron normalizados en función del número de células 
viables tras la determinación de la proliferación celular por ensayo MTT reductasa. Los 
datos fueron expresados como promedio de tres ensayos independientes ± la desviación 
estándar y analizados mediante prueba t no pareada con corrección de Welch e intervalo 
de confianza del 95 %. 
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 Actividad β-galactosidasa asociada a senescencia (SA β-gal) 
Para el ensayo cromogénico de la actividad SA β-gal se adaptó el protocolo previamente 
reportado (Debacq-Chainiaux, Erusalimsky, Campisi, & Toussaint, 2009). En resumen, 
células B16F1 fueron fijadas con una solución de paraformaldehído al 0.2% (m/v) (Merck) 
y glutaraldehído al 0.2% (v/v) (Sigma–Aldrich) por 10 min a 4°C, se adicionó la solución 
de tinción que contenía: 1 mg. mL-1 del reactivo X-gal (Invitrogen, Carlsbad, USA), 61 mM 
de ácido cítrico/fosfato de sodio (pH 4.0, pH 6.0 y pH 7.5; según corresponda), 5 mM de 
K3Fe[CN]6 (Sigma–Aldrich), 5 mM de K4Fe[CN]6 (Sigma–Aldrich), 150 mM de NaCl 
(Merck) y 2 mM de MgCl2 (Merck). Se incubó durante 18 horas a 37 °C sin CO2. Para 
finalmente documentar los cambios mediante registro fotográfico. Para la cuantificación 
por espectrofotometría, se retiró la solución de tinción y se realizaron dos lavados con 
PBS pH 7.4 y se adicionó 200 µL de DMSO (Sigma–Aldrich) al 99%, se dejó en agitación 
constante a temperatura ambiente y protegido de la luz; pasadas 5 horas se recuperó el 
sobrenadante y se cuantificó la DO a 600 nm en el equipo Glomax. Los datos son 
expresados como promedio de cuatro ensayos independientes ± la desviación estándar y 
analizados mediante prueba t no pareada con corrección de Welch e intervalo de 
confianza del 95%. 
 Inmunofluorescencia 
Las células sembradas en laminillas en presencia o ausencia de L-Tyr 5 mM o BrdU 2.5 
µg. mL-1 fueron fijadas con paraformaldehído al 4 % (m/v) en PBS, permeabilizadas con 
Tritón X-100 al 0.3 % (v/v) e incubadas con el anticuerpo policlonal anti-H3K9me3 hecho 
en conejo (ab8898) (Abcam, Cambridge, UK). Como anticuerpo secundario, se utilizó un 
anti-conejo hecho en cabra marcado con CFL-488 (sc-362262) (Santa Cruz 
Biotechnology). En cuanto a la concentración y el tiempo de incubación se siguieron las 
recomendaciones del fabricante. Los núcleos se marcaron con DAPI (Sigma–Aldrich) y 
las laminillas fueron montadas sobre glicerol al 25 % (v/v) (Merck). La adquisición de las 
imágenes se realizó en microscopio invertido (Eclipse Ti) en campo claro y con el filtro 
correspondiente a los fluoróforos utilizados. La cuantificación de las intensidades medias 
de fluorescencia (IMF) se hizo en el programa NIS-Elements para un N= 3 y un promedio 
de 100 células por réplica y muestra. Se usaron las fotografías en campo claro y con el 





 Disminución en la proliferación y cambios en la pigmentación en células B16F1 de 
melanoma 
Para establecer si la exposición de B16F1 al aminoácido L-Tirosina (L-Tyr) 5 mM o al 
análogo de la timidina la 5-bromo-2´deoxiuridina (BrdU) 2.5 μg. mL-1 genera cambios en 
cuanto al número de células y concentración de melanina, se realizaron ensayos de 
viabilidad por exclusión de Tripan Azul, y cuantificación de melanina por fluorometría y 
espectrofotometría. Como se observa en la Figura 1-1A, las células expuestas a BrdU 
mostraron formas más expandidas y aplanadas, mientras que las células expuestas a L-
Tyr presentaron morfología semejante a la de los melanocitos con presencia de 
prolongaciones dendríticas más largas. Estos cambios se mantienen en el tiempo hasta 
las 240 h en presencia del estímulo (Figura 1-2A). 
 
Tabla 1-1 Cuantificación de N° de células B16F1 viables por exclusión de tripán azul.  
Los resultados aquí presentados fueron graficados en la Figura 1-1B. Y1-Y4 representan 
las réplicas independientes. Mean representa la media; SD la desviación estándar y N el 
número de réplicas. 
 
 
En ambos casos, la exposición por 72 h a L-Tyr y a BrdU generó una disminución 
estadísticamente significativa en el número de células B16F1, que se redujo de 3.6*106 ± 
1.16*105 a 7.4*105 ± 9.23*104 (reducción del 79 %) y 1.3*106 ± 5.5*104 (reducción 64 %), 
respectivamente (Figura 1-1B; Tabla 1-1), valores confirmados mediante ensayo de MTT 
reductasa (Figura 1-2C). Para discriminar si esta reducción se asociaba a muerte celular 
por toxicidad del estímulo, se cuantifico el número de células en sobrenadantes por 
incorporación de IP (Figura 1-1C; Tabla 1-2); en células no expuestas, el valor fue de 
1.1*104 ± 1.1*103, mientras que para la exposición a L-Tyr fue de 2.9*104 ± 4.8*103 y para 





Figura 1-1 La exposición a L-Tyr o BrdU durante 72 horas en células B16F1 genera una 
reducción en el número de células y afecta la concentración de melanina 
A. Fotografías representativas entre las 0 h y las 72 h de células B16F1 expuestas a L-
Tyr 5 mM o BrdU 2.5 μg. ml-1.  B. Cuantificación del número de células viables mediante 
ensayo de exclusión de Tripan Azul. C. Cuantificación de células en sobrenadantes de 
cultivo celular que incorporaron Yoduro de Propidio (IP). D. Cambios en el número de 
células B16F1 medidos por actividad MTT reductasa y tiempo de doblaje poblacional 
correspondiente. E. Histogramas de frecuencia del contenido de ADN a partir de la 
incorporación de IP en células permeables; el análisis de ciclo celular corresponde a un 
modelo univariado de distribución gaussiana y un algoritmo de FlowJo con función 
sustractiva para revelar la población en fase S. F. Cuantificación por espectrofotometría y 
fluorescencia de la melanina extraída de células B16F1 tras exposición a L-Tyr o BrdU. El 
nivel de significación (*) fue determinado por prueba t-Student a dos colas con corrección 
de Welch y las diferencias fueron consideradas como estadísticamente significativas para 




Los valores obtenidos en sobrenadantes, son en promedio (97X) y (45X) inferiores a las 
diferencias encontradas por azul tripán, en las células B16F1 no expuestas (Control) y su 
contraparte, células expuestas a L-Tyr y BrdU. Lo anterior sugiere que otros mecanismos 
podrían estar involucrados; por lo que se determinaron los tiempos de doblaje 
poblacional a partir del ensayo de actividad MTT reductasa y su correspondiente curva 
de calibración (Figura 1-1D, Tabla 1-3, 1-4; Figura 1-2B-C). Los tiempos de doblaje 
poblacional aumentaron de 19.6 ± 3.94 h (coeficiente de variación CV de 20%) a 48.67 ± 
6.25 h (CV de 13%) y 27.03 ± 3.0 h (CV de 11%) para la exposición a L-Tyr y BrdU, 
respectivamente. Estas diferencias indicarían que la reducción en el número de células a 
las 72 horas sería consecuencia de variaciones a nivel del control del ciclo celular.  
 
Tabla 1-2 Incorporación de yoduro de propidio en sobrenadantes de células B16F1 
posterior a las 72 horas de exposición a L-Tyr o BrdU.  
Los resultados aquí presentados fueron graficados en la Figura 1-1C. Y1-Y3 representan 
las réplicas independientes. Mean representa la media; SD la desviación estándar y N el 
número de réplicas. 
 
 
Tabla 1-3 N° de células B16F1 expuestas a L-Tyr 5 mM o a BrdU 2,5 µg. mL-1 de las 0-
144 horas.  
Los resultados aquí presentados fueron graficados en la Figura 1-1D. Y1-Y3 representan 
las réplicas independientes para los tiempos (0, 24, 48, 72, 96, 120, 144 horas). Mean 





Tabla 1-4 Tiempos de doblaje poblacional establecidos a partir de la curva de 
crecimiento para células B16F1 expuestas a L-Tyr 5 mM o a BrdU 2,5 µg. mL-1.  
―a‖ representa el logaritmo en base 2 del número de células determinadas con la curva 
de calibración obtenida por ensayo MTT reductasa para cada exposición (Figura 1-2B.); 
―c‖ representa la diferencia entre los valores generados para cada par de filas 
consecutivas de una misma replica (columna) y tiempo de doblaje, representa el cociente 
entre cada valor ―c‖ y el delta de tiempos para ese valor correspondiente. Los resultados 
aquí presentados fueron presentados en la Figura 1-1D. Mean representa la media; SD la 
desviación estándar y N el número de réplicas. Jakoby, W., & Pastan, I. (1979). Cell 





Tabla 1-5 Análisis de ciclo celular para células B16F1 expuestas por 72 horas a L-Tyr 5 
mM o a BrdU 2,5 µg. mL-1. 
Los resultados aquí presentados fueron graficados en la Figura 1-1E. Y1-Y3 representan 
las réplicas independientes; Mean representa la media; SD la desviación estándar y N el 






Figura 1-2 Monitoreo en el tiempo de las Células B16F1 y curvas de calibración para 
MTT y melanina. 
A. Fotografías representativas de células B16F1 entre las 0 h y las 240 h posteriores a la 
exposición a L-Tyr 5 mM o BrdU 2.5 μg. ml-1.  B. Curva de calibración para células B16F1 
y su absorbancia medida por actividad MTT reductasa.  C. Número de células B16F1 
determinadas por actividad MTT reductasa posterior a la exposición a L-Tyr o BrdU. D. 
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Curva de calibración para melanina sintética y su cuantificación por absorbancia y 
fluorescencia.  El nivel de significación (*) fue realizado mediante una prueba t-Student a 
dos colas y las diferencias fueron consideradas como estadísticamente significativas para 
un valor p <0.05, ns: no significativo. 
 
El análisis de ciclo celular (Figura 1-1E, Tabla 1-5) mostró cambios en el contenido de 
DNA de las células expuestas a L-Tyr y a BrdU. En efecto, los cambios estadísticamente 
significativos se presentaron en la transición de la fase G0/G1 (de 50 ± 3.0 % a 66.6 ± 2.8 
%) y G2/M (de 15.7 ± 1.6 % a 2.4 ± 1.2 %) para BrdU y en la fase S para L-Tyr (de 24.4 ± 
0.7 % a 15.8 ± 3.6 %). Aunque no tuvo significancia estadística, las células expuestas a 
L-Tyr, si aumentaron en la transición de la fase G0/G1 (55.5 ± 3.8 %).  
 
Aunque ha sido descrito en previos estudios, el cambio en la pigmentación celular 
inducido por la L-Tyr (Rieber & Rieber, 1994; Ulrich, Tritsch, & Moore, 1968) y la BrdU 
(Garcia et al., 1979; Wrathall et al., 1973), los reportes sobre su cuantificación han sido 
limitados. Con el objetivo de cuantificar la melanina de las células B16F1, se usó 
melanina sintética y mediante regresión lineal por mínimos cuadrados, se construyeron 
las curvas de calibración correspondientes a los datos generados por espectrofotometría 
y fluorometría (Figura 1-2D). La cuantificación de la melanina por ambos métodos fue 
comparable (Figura 1-1B) (coeficiente de correlación de Pearson 0.999). Los dos 
métodos permitieron detectar aumento (9X) y disminución (5X) en la concentración de 
melanina en células B16 expuestas a L-Tyr y BrdU respectivamente (Figura 1-1F, Tabla 
1-6). Sin embargo, la fluorometría fue más sensible (límite de detección 0.098 µg. mL-1 y 
CV de 9,85%).  Hasta este punto, los resultados en conjunto muestran que la exposición 
a L-Tyr y BrdU genera un fenotipo diferencial de pigmentación que podría asociarse a 
cambios en la expresión de los genes que participan en la síntesis de melanina y sugiere 
un arresto en diferentes puntos del control del ciclo celular para las células B16F1.  
 
Tabla 1-6 Cuantificación por espectrofotometría y fluorescencia de la melanina extraída 
de células de melanoma B16F1 expuestas por 72 horas a L-Tyr 5 mM o a BrdU 2,5 µg. 
mL-1.  
Los resultados aquí presentados fueron graficados en la Figura 1-1F. Y1-Y3 representan 
las réplicas independientes; Mean representa la media; SD la desviación estándar y N el 





 Inducción de senescencia replicativa en células B16F1 expuestas a BrdU 
 
La senescencia, es un mecanismo de control del ciclo celular, se ha reportado que la 
BrdU genera un fenotipo asociado a senescencia inducida en diferentes modelos 
celulares (Masterson & O'Dea, 2007; Suzuki et al., 2002; Suzuki et al., 2001), incluido 
células B16 (Pasztor & Hu, 1972). Con el objetivo de evaluar otros marcadores de este 
mecanismo, se realizaron ensayos de beta galactosidasa asociada a senescencia (β-Gal 
SA), marcaje de la histona H3K9me3, medida del área celular aparente y por citometría 
de flujo, análisis de tamaño (FSC) y complejidad (SSC) (Figura 1-3.). Aunque no todas 
las células se mostraron positivas a pH 6.0 (Figura 1-3A), el ensayo cromogénico β-Gal 
SA reveló un aumento significativo (3.7 X) en el número de células positivas al sustrato 
X-Gal por exposición a BrdU frente al control o las expuestas a L-Tyr (Figura 1-3B). 
Frente a la localización de la histona H3K9me3, histona asociada al remodelamiento de 
la heterocromatina en conjunto con la proteína de unión a heterocromatina HP1 (Nicetto 
& Zaret, 2019; Y. Yu et al., 2018), sólo las células expuestas a BrdU, presentaron un 
aumento en su intensidad de fluorescencia y en el número de focos concentrados, que 
han sido reportados previamente en otros modelos, como focos asociados a 
heterocromatina (SAHF) (Narita et al., 2003), algunos de estos SAHF, coinciden con una 





Figura 1-3 Células B16F1 expuestas por 72 horas a BrdU revelan cambios en los 
marcadores asociados a senescencia. 
A. Fotografías representativas de células B16F1 posteriores al ensayo cromogénico de 
actividad β - Galactosidasa asociada a senescencia (β – Gal SA). B. Cuantificación por 
espectrofotometría de la actividad β – Gal SA a pH 6.0.  C. Fotografías representativas 
de la inmunofluorescencia (IF) en células B16F1 marcadas contra la histona H3K9me3 
(verde) y tinción del núcleo con DAPI (azul).  D. Medida del área celular aparente en µm2 
a partir de fotografías obtenidas en campo claro de 100 células B16F1 N=3.  E. Diagrama 
de complejidad (SSC-A) y tamaño (FSC-A) celular adquirido por citometría de flujo y su 
distribución por cuartiles (Q1, Q2, Q3 y Q4). El nivel de significación (*) fue realizado 
mediante una prueba múltiple t a dos colas y las diferencias fueron consideradas como 
estadísticamente significativas para un valor p <0.05 usando el método Holm-Sidak. 
 
Aunque las células expuestas a ambos estímulos mostraron mayor área celular aparente 
(2.6*104 µm2 para L-Tyr y 3.3**104 µm2 para BrdU) con respecto al control (1.5*104 µm2) 
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(Figura 1-3D); las células con BrdU, cambiaron de tamaño (FSC, cuadrante Q3) pasando 
de 3.8 % a 9.7%, estos resultados se suman a que estas células poseen mayor actividad 
metabólica medida por ensayo MTT reductasa (Figura 1-2D), en donde la pendiente de la 
curva de calibración fue de 1.39 en comparación al 1.22 para el control. En conjunto, los 
resultados de la exposición a BrdU sugieren un fenotipo asociado a senescencia y son 
concordantes con lo reportado previamente en modelos de senescencia inducida por 
BrdU, en donde se ha mostrado aumento de organelos lisosomales que daría explicación 
a la mayor actividad β-Gal SA y aumento en el RNA mensajero (Epstein et al., 1973; P. 
M. Price, 1976), sumado a los cambios en la actividad MTT reductasa, que no habían 
sido reportados a la fecha. 
 
En cuanto a la exposición a L-Tyr, las células aumentaron tanto en complejidad (SSC) 
como en tamaño (cuadrantes Q1 y Q2), pasando de 5.4 y 3.3 % en las células control, a 
26.7 y 20.8 % respectivamente (Figura 1-3D). Es posible que estos cambios, sean 
consecuencia del aumento número de melanosomas requeridos para sintetizar y 
almacenar la melanina producida (Guerra, Bover, & Mordoh, 1990; Slominski, 1989). 
1.5.3 Discusión 
Evidencia sobre cambios morfológicos y de disminución en la proliferación en cultivo 
celular por exposición al aminoácido L-Tyr (Guerra et al., 1990; Silagi & Bruce, 1970), o el 
análogo de la timidina, la BrdU (Garcia et al., 1979; Levkoff et al., 2008) ya han sido 
previamente reportados, aunque con variaciones en concentración y tiempos de 
exposición. Sin embargo, el efecto de la L-Tyr y la BrdU en control del ciclo celular es 
diferencial, con mayor efecto en las células expuestas a la L-Tyr; es posible que la 
bioquímica y vías metabólicas asociadas a melanogenesis, esté potenciando estos 
cambios.  
 
Los resultados presentados en este capítulo sobre análisis de ciclo celular (Fig. 1-1E), 
tiempos de doblaje poblacional (Fig. 1-1D) y disminución en el número de células viables 
(Fig. 1-1B y 1-2C), sugieren fuertemente que la reducción en el número de células 
posterior a las 72 horas de exposición involucra cambios en el control del ciclo celular, 




Al respecto, Cunha y colaboradores mostraron que la estimulación de la melanogénesis 
con 0,4 mM de L-tirosina y 10 mM de cloruro de amonio, en las células de melanoma 
B16-F10 provoca alteraciones del ciclo celular, con arresto en la fase G1, concomitante 
con cambios en la expresión diferencial de proteínas entre las que se encuentra el 
aumento en la expresión del inhibidor de quinasas dependientes de ciclina p21 y un 
posible fenómeno de quiescencia celular como consecuencia de la estimulación 
melanogénica (Cunha et al., 2012). De hecho, la estimulación melanogénica in vitro en 
células B16 es dependiente de las condiciones propias del cultivo, incluido el pH y el tipo 
de medio. Estudios previos mostraron que células B16 mantenidas en DMEM, 
enriquecido con L-Tyr 600 µM, frente a al uso de RPMI-1640 sin enriquecimiento, 
conlleva al decrecimiento entre el 80-85% del crecimiento celular y un incremento en los 
niveles de cAMP, estimulador directo de la vía melanogénica y por ende de la 
concentración de melanina (Prezioso, Wang, Duty, Bloomer, & Gorelik, 1993). Estos 
resultados también se consiguen por aumento de la hormona estimulante de melanocitos 
alfa (αMSH), en donde se ha reportado reducción en la proliferación de un 35%, aumento 
de la actividad tirosinasas (18 X) y aumento en la concentración de melanina en (9.25 X) 
(Niles & Makarski, 1978). En cuanto a la exposición a L-Tyr, las células aumentaron tanto 
en complejidad (SSC) como en tamaño (cuadrantes Q1 y Q2), pasando de 5.4 y 3.3 % en 
las células control, a 26.7 y 20.8 % respectivamente (Figura 1-3D). Es posible que estos 
cambios, sean consecuencia del aumento número de melanosomas requeridos para 
sintetizar y almacenar la melanina producida (Guerra et al., 1990; Slominski, 1989). 
Frente al aumento en la concentración de melanina, se confirma el efecto estimulante de 
la vía por el aminoácido (Slominski & Paus, 1990; Slominski, Zmijewski, & Pawelek, 
2012). 
 
Como se mencionó en la sección 1.3 en este capítulo, el efecto genotóxico provocado 
por la exposición a BrdU en diferentes modelos celulares en cáncer, incluidas líneas de  
melanoma, se acompaña de una disminución del crecimiento celular, arresto del ciclo en 
diferentes puntos, cambios morfológicos y un fenotipo asociado a senescencia (Diermeier 
et al., 2004; Levkoff et al., 2008; Peng, Sugihara, & Hattori, 2001; Weller, Dietrich, Viaggi, 
Beisker, & Nusse, 1993). A estos cambios se suman la expresión diferencial de las 
proteínas p21 y p27, disminución de la ciclina D1 y del antígeno nuclear de proliferación 
nuclear (PCNA) y aumento de la proteína de retinoblastoma (Rb) (Masterson & O'Dea, 
2007), que en conjunto ejercen control sobre el ciclo celular. Los resultados aquí 
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reportados de β – Gal SA, localización de la histona H3K9me3, de forma y tamaño (Fig. 
1-3), así como los registrados de análisis de ciclo celular, viabilidad y tiempos de doblaje 
poblacional (Fig. 1-1) confirman la asociación directa de una exposición a BrdU y el 
fenotipo asociado a senescencia.  
1.5.4 Conclusiones capítulo 1 
Se confirmó que la reducción del crecimiento celular por exposición al aminoácido L-
tirosina 5 Mm y al análogo de la timidina la 5-bromo-2´deoxiuridina 2.5 μg. mL-1, se 
acompaña de alteraciones en el control del ciclo celular, que resulta en incremento en los 
tiempos de doblaje poblacional, reforzando la evidencia previa que compromete cambios 
en ciclinas (CCDN1) y quinasas dependientes de ciclina (CDK2 y CDK4) y de los 
inhibidores de estos complejos (p21, p27 y p53), aspecto que será abordado en el 
capítulo 4 de esta tesis. También se estableció la pigmentación diferencial inducida por la 
L-Tyr y la BrdU en función de la concentración de melanina para este modelo. 
 
Los cambios reportados en este capítulo, amplían la caracterización del modelo in vitro 
de supresión del crecimiento celular y pigmentación diferencial inducido en células B16F1 
de melanoma de ratón y sugieren cambios en la expresión de genes y proteínas. En el 
siguiente capítulo de abordará el primer objetivo de la tesis: comparar la expresión de 




















Capítulo 2. Expresión de miRNAs en el 
modelo in vitro de supresión del 
crecimiento celular y pigmentación 
diferencial inducidos por la L-Tyr o la BrdU. 
En melanoma cutáneo se presentan cambios en la expresión de cientos de genes, así 
como la alteración en los mecanismos genéticos y epigenéticos que regulan su 
expresión, como por ejemplo, mutaciones, silenciamiento de genes supresores tumorales 
a través de metilación del DNA en regiones promotoras, activación de oncogenes, 
remodelamiento de la cromatina y regulación mediada por RNAs no codificantes, como 
los microRNAs (miRNAs- miRs) (Aftab et al., 2014; Damsky et al., 2014; Haass et al., 
2005; J. T. Lee, 2012; Sarkar et al., 2015).  
 
Como se describió en el capítulo anterior, la exposición por 72 horas de las células 
B16F1 al aminoácido L-Tyr [5 mM], genera un incremento del tamaño celular y una 
hiperpigmentación, medida como aumento en la concentración de melanina y una mayor 
pigmentación de las células vistas por microscopia de luz; entre tanto, la exposición al 
análogo de la timidina, la BrdU [2,5 µg. mL-1], mostró además de una hipopigmentación, 
células con un fenotipo asociado a senescencia, evaluado por diferentes marcadores 
moleculares y bioquímicos; y en ambos casos, se reportó una disminución del 
crecimiento celular. Estos cambios coinciden con alteración en la expresión de cientos de 
genes evaluados en este modelo de supresión de crecimiento inducido y de 
pigmentación diferencial, que incluye cambios en ciclinas, quinasas dependientes de 
ciclinas (CDKs) e inhibidores de CDKs, así como, de diferentes genes que participan en 
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la melanogénesis y en otros procesos celulares (Gomez, 2009; Rieber & Strasberg-
Rieber, 1998; Strasberg Rieber & Rieber, 1995). Es posible que adicional a los cambios 
en la expresión de genes ya reportados por exposición a L-Tyr y a BrdU, se revele en 
este modelo, diferencias en la expresión de miRNAs, que a través de la regulación de 
diferentes blancos moleculares (genes) puedan participar en el mantenimiento de los 
fenotipos inducidos ya descritos en el capítulo anterior. 
 
Al respecto, en 2008 se logró identificar en este modelo, que la exposición a BrdU, 
genera cambios en la expresión de dos miRNAs (miR-138-5p y miR-470-3p) que tenían 
por blanco molecular a la ciclina D1 (Flórez Vargas & Gomez, 2008), sin embargo, se 
desconoce para este modelo, que otros miRNAs presentan cambios en su expresión 
posterior a la exposición a BrdU o a L-Tyr. Por lo anterior, el objetivo de este capítulo fue 
comparar la expresión de miRNAs en la línea celular de melanoma B16F1 expuestas a 
BrdU 2.5 µg. mL-1 o a L-Tyr 5 mM. 
2.1 Generalidades sobre los RNAs (ncRNAs) no 
codificantes y su regulación en melanoma  
Los análisis que comparan transcriptomas con genomas de especies de mamíferos 
sugieren que entre el 50% -70% del DNA genómico presenta transcripción penetrante, en 
contraste con menos del 2% que se traduce en última instancia en proteínas (X. Li, Wu, 
Fu, & Han, 2014). De hecho, el grado de complejidad del organismo entre las especies 
se correlaciona mejor con la proporción relativa de cada genoma que se transcribe en 
ncRNAs (<25% en procariotas,> 60% en las plantas y metazoos, y 98,5% en los seres 
humanos), incluso si la diversificación por corte y empalme alternativo y por regulación 
postranscripcional de proteínas se incluyera. Esta circunstancia sugiere que los 
mecanismos de regulación basados en RNA se asocian cada vez más con importantes 
funciones biológicas durante la evolución eucariota en contextos fisiológicos y 
fisiopatológicos, como el melanoma, (X. Li et al., 2014) y plantean grandes vacíos sobre 
la caracterización y función de los RNAs no codificantes en la fisiología molecular. 
 
La biología molecular del melanoma es compleja e implica interacciones entre redes de 
genes, vías de señalización, y los mecanismos de regulación génica alterados, y una 
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mejor comprensión de estos mecanismos moleculares que subyacen es esencial para la 
investigación traslacional (Aftab et al., 2014). Sin embargo, estos estudios se han 
enfocado en el análisis de mutaciones en las  regiones que desde el genoma codifican 
para proteína (Swoboda & Herlyn, 2013) y en menor grado en el estudio de los 
fenómenos epigenéticos descritos en melanoma que implican la regulación de la 
expresión génica por RNAs no codificantes (ncRNAs). De hecho, usando la 
secuenciación de nueva generación (NGS), se ha informado de eventos de metilación 
global diferencial que se producen en líneas celulares de melanoma con respecto a 
melanocitos (Aftab et al., 2014). 
 
Los ncRNAs son una emergente clase de moléculas reguladoras y su expresión 
diferencial se asocia con las condiciones fisiológicas normales y patológicas, por lo que 
los ncRNAs, están funcionalmente asociados en la patogénesis del melanoma (Sarkar et 
al., 2015). Los ncRNAs se pueden clasificar en ―ncRNAs pequeños‖, con una longitud 
menor a 200 nucleótidos, dentro de los que se encuentran los miRNAs, asociados 
principalmente con el silenciamiento de genes y los RNAs pequeños nucleolares (small 
nucleolar RNAs –snoRNAs-), involucrados en la modificación de RNAs ribosomales 
(rRNAs). Los ―ncRNAs grandes‖, tienen más de 200 nucleótidos, éstos se conocen como 
RNAs largos no codificantes (lncRNAs) (Kornfeld & Bruning, 2014). Los lncRNAs se 
encuentran en regiones intergénicas, sobrelapantes en secuencias antisentido respecto a 
las anotaciones actuales de genes (Katayama et al., 2005) o también sobrelapando 
secuencias sentido que incluyen genes codificantes para proteínas (Kapranov, 
Willingham, & Gingeras, 2007). Tal organización genómica asociada a los ncRNAs ha 
planteado un modelo modular más que lineal, en el cual, una secuencia puede ser 
transcrita sentido o antisentido, en transcritos codificantes o no codificantes (Mercer et 
al., 2012). 
 
2.2 Epigenética, biogénesis y regulación por parte de los 
miRNAs  
La epigenética se refiere al proceso biológico por el cual cambios en el fenotipo o la 
expresión de genes se producen sin cambios en la secuencia del DNA, estos eventos 
celulares se producen en mayor frecuencia que las mutaciones y pueden mantenerse 
durante la vida de la célula y ser transmitidos a la progenie (Kyrgidis et al., 2010). La 
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regulación epigenética en melanoma es un fenómeno biológico pobremente entendido. 
La interacción entre los eventos epigenéticos afecta a la regulación de las actividades de 
la transcripción y traducción. Los eventos epigenéticos implicados en la iniciación y la 
progresión de melanoma incluyen la metilación aberrante de las regiones promotoras, 
modificación de las histonas, remodelación de la cromatina, el posicionamiento de los 
nucleosomas y la regulación mediada por ncRNAs, como los miRNAs  (Sarkar et al., 
2015). 
 
Los miRNAs son pequeños RNAs, que juegan un papel fisiológico y fisiopatológico a 
nivel post-transcripcional en la expresión de al menos el 60% de los genes que codifican 
proteínas en mamíferos. Los miRNAs están implicados en la regulación de una amplia 
variedad de procesos biológicos fisiológicos y patológicos, que incluyen la proliferación, 
la apoptosis, la senescencia, el control del ciclo celular y hasta la diferenciación celular 
(Aftab et al., 2014; X. Chen et al., 2011; Glud & Gniadecki, 2013; Kunz, 2013). 
 
La mayoría de los miRNAs se derivan de RNAs largos de cadena doble intramolecular 
(dsRNA; denominados pri-miRNAs), transcritos a partir de regiones intra e intergénicas, 
por vía canónica, por la RNA polimerasa II o III, y contienen un 7-metilguanosina 
(m7Gppp) y un extremo 3´ de cola poli (A). Esta estructura se escinde en el núcleo en 
intermediarios más cortos, acción mediada por endonucleasa tipo Drosha, generando 
una estructura denominada pre-miRNA. El pre-miRNA, una estructura tipo asa de 
algunos cientos de bases, es exportado al citosol, mediante el complejo exportina 5-Ran-
GTP y una vez en citoplasma, el pre-miRNA es escindido por la endonucleasa Dicer, 
liberando un duplex miRNA-miRNA. Este duplex es blanco de la maquinaria de 
chaperonas HSC70-HSP90 y es cargado junto a miembros de la familia argonauta 
(AGO). Tras etapas de maduración posteriores se selecciona una de las dos hebras del 
duplex de miRNA, y se conforma el complejo de silenciamiento inducido por miRNA 
(miRISC) (Ameres & Zamore, 2013). Este complejo de silenciamiento desencadena una 
regulación postranscripcional, que requiere a miembros de la familia de proteínas 
GW182, claves en la estabilidad y actividad del complejo miRISC (B. Yao, La, Chen, 
Chang, & Chan, 2012), y cuya finalidad es causar una desestabilización y represión de la 




Este proceso de regulación incluye múltiples factores químicos y termodinámicos, entre 
los que se encuentran la complementariedad o grado de alineamiento de la secuencia del 
miRNA y el 3´UTR de su mRNA blanco, el número de alineamientos, la energía libre 
asociada al acoplamiento y la estructura secundaría (Agarwal, Bell, Nam, & Bartel, 2015; 
Ekimler & Sahin, 2014; Hamzeiy, Allmer, & Yousef, 2014; Thomson, Bracken, & Goodall, 
2011; Watanabe, Tomita, & Kanai, 2007; J. Xu & Wong, 2013). Ahora bien, la 
probabilidad de complementariedad entre la secuencia de un microRNA y el 3´UTR del 
RNA codificante diana puede aumentar, lo anterior como consecuencia de los 
alineamientos múltiples entre varios miRNAs y diferentes regiones 3´UTR de un mismo 
mRNA y de los alineamientos entre los 3´UTR de diferentes mRNAs y la secuencia de un 
mismo microRNA; lo que sugiere que un mismo miRNA tendría la posibilidad de regular 
diferentes mRNAs, y a su vez, un mismo mRNA puede ser regulado por diferentes 
miRNAs, aspecto que será abordado en el tercer capítulo de esta tesis. Por otro lado, el 
patrón de regulación presupone un reto para la investigación funcional de los miRNAs, 
puesto que requiere integrar nuevos enfoques de regulación bajo una biología no lineal 
que opera en red en donde otros complejos factores podrían afectar la biogénesis, 
estabilidad y función de estos miRNAs (Treiber, Treiber, & Meister, 2019). 
 
Estos miRNAs no escapan de las modificaciones post-transcripcionales; dentro de los 
reportes se tiene la modificación de nucleótidos, un evento epigenético, marcado por la 
desaminación de la adenosina (A), que resulta en conversión a inosina (I), quien al 
presentar propiedades similares a la guanosina (G) en el apareamiento de bases, puede 
alterar la estructura pre-miRNA y las secuencias del maduro al afectar tanto el 
procesamiento de miRNA y reconocimiento de la diana (Mione & Bosserhoff, 2015). 
 
2.3 miRNAs en melanoma. 
Como se relacionó en el primer capítulo, la red SCF/c-KIT (que incluye las vías NRAS, 
MAPK y PI3K/AKT); la red Wnt/Frizzled (APC, β-catenina) y la red α-MSH/MC1R (PKA, 
CREB, MITF), presentan alteración en melanoma y afectan de forma directa procesos de 
proliferación, pigmentación, senescencia y ciclo celular, entre otros (D. C. Bennett, 2015). 
Pues los genes que participan en estas vías son potenciales blancos de la acción 
regulada por  miRNAs (Aftab et al., 2014; X. Chen et al., 2011; Glud & Gniadecki, 2013; 
Kunz, 2013; Sun, Zhou, Majid, Kashani-Sabet, & Dar, 2014), lo que ha planteado, que la 
alteración en la expresión de los miRNAs podría incidir directamente en el control que 
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estos ejercen sobre sus dianas moleculares y por ende, en el fenotipo descrito en 
melanoma. Así, y sin desconocer la eventual participación directa o indirecta de otros 
mecanismos de regulación de la expresión génica, como los factores de transcripción, 
entre ellos MITF (factor de transcripción asociado a microftalmia, el master regulador del 
melanocito y de la melanogénesis o síntesis de la melanina), los miRNAs se consolidan 
como reguladores del fenotipo en melanoma, a través de cambios en su expresión, que 
desencadena cambios en la expresión de los genes que ellos regulan. 
 
Dentro de las aproximaciones experimentales para el estudio de miRNAs específicos en 
melanoma, están los análisis de cambio en la expresión de miRNAs y la confirmación 
funcional entre el miRNA y su (s) potencial (es) mRNAs blanco (s) (Bonazzi, Stark, & 
Hayward, 2012). La evidencia experimental es limitada, en parte, debido a la variabilidad 
de los modelos experimentales implementados que se fundamentan generalmente, en 
análisis de expresión y cuantificación de miRNAs desde muestras independientes de 
pacientes categorizados histopatológicamente en estadios discretos de progresión y no 
desde muestras procedentes del mismo tejido a través de la progresión. Así como, la 
variabilidad asociada a las muestras (cultivos primarios, líneas celulares), la cantidad de 
datos a analizar y las condiciones experimentales diferenciales asociadas al uso de 
diferentes técnicas y plataformas (microarreglos-qRT-PCR-NGS) (Boyle et al., 2011; 
Mueller, Rehli, & Bosserhoff, 2009), lo anterior dificulta proponer un listado de miRNAs 
implicados desde cambios en su expresión en el melanoma (Bonazzi et al., 2012). Pese 
a esto, se han establecido algunas diferencias significativas de miRNAs diferencialmente 
expresados que son coincidentes entre estudios, muy pocos validados funcionalmente 
(Bemis et al., 2008; Mueller et al., 2009; Sand et al., 2013). 
 
Considerando las limitaciones arriba descritas sobre el análisis de miRNAs individuales 
para explicar fenómenos complejos de regulación de expresión génica durante la 
progresión de melanoma, se han propuesto otras aproximaciones como el análisis 
comparativo entre los perfiles de expresión diferencial de mRNAs y de miRs en una 
misma muestra, donde los análisis de correlación inversa, sumados al establecimiento de 





Aún así, la tendencia en la investigación en miRNAs y melanoma ha evolucionado de 
asociar funcionalmente miRNAs específicos a explorar redes moleculares y conexiones 
entre miRNAs y redes de genes, vías de señalización, microambiente y otros 
mecanismos de regulación durante las etapas de la progresión tumoral (D. C. Bennett, 
2015; Sarkar et al., 2015; A. Hunter Shain et al., 2015). Al respecto, estudiar el perfil de 
expresión de cientos de miRNAs, permite plantear efectos probablemente sinérgicos de 
control post-transcripcional, en donde conjuntos de miRNas se expresan para desarrollar 
o mantener un programa celular, hipótesis de trabajo experimental actual que implica 
establecer los mecanismos que regulan la expresión de los miRNAs y abordar modelos 
de una biología con maquinaria molecular que opera en red. Se espera que estas 
aproximaciones faciliten el planteamiento de modelos hipotéticos de la evolución y 
progresión tumoral centrados en miRNAs, e integren cambios genéticos, epigenéticos, 
histopatológicos, clínicos y biológicos, lo cual tendría un impacto favorable en estrategias 
futuras de prevención, diagnóstico y tratamiento del melanoma. Algunas aproximaciones 
serán abordadas en el capítulo 3 de este documento. 
2.3.1 miRNAs asociados en la regulación de procesos celulares 
en melanoma. 
Los miRNAs son reguladores centrales de la expresión génica en condiciones fisiológicas 
y fisiopatológicas y su expresión está generalmente sub-regulada en cáncer, por 
alteración entre otros, del procesamiento de los transcritos de miRNA primarios 
inmaduros (pri-miRNAs) a transcritos precursores de miRNA (pre-miRNAs) por la enzima 
Drosha o posteriormente en citoplasma por procesamiento con Dicer (Z. Ma et al., 2011). 
Los miRNAs al actuar como controladores del nivel de expresión de un gen o de un 
conjunto de genes tienen el potencial de afectar una amplia gama de procesos celulares 
en melanoma, como la melanogénesis, la proliferación, el control del ciclo celular, la 
senescencia, etc. Varios estudios en esta área, se han focalizado en evaluar los niveles 
de expresión de subconjuntos de miRNAs, a través del análisis completo del perfil de 
expresión obtenido por diferentes métodos como microarreglos, ensayos de RT-qPCR, y 
NGS y su asociación funcional con blancos mRNAs específicos en la evaluación de 




En el anexo A Tabla suplementaria 1, se relacionan 45 estudios sobre asociación entre 
miRNAs, gen o genes blanco y diferentes programas celulares implicados en la fisiología 
del melanoma. Los miRNAs relacionados en esta tabla, han sido identificados como 
mediadores críticos en la progresión del melanoma a través de su regulación sobre 
genes implicados en diferentes procesos celulares que abarcan pigmentación, control del 
ciclo celular, proliferación, senescencia, migración, invasión y hasta metástasis. Estos 
modelos experimentales se enmarcan generalmente en evaluar los miRNAs en el 
contexto de la progresión tumoral del melanoma, siendo mayor la evidencia de 
asociación funcional de los miRNAs en el contexto del control de la proliferación celular 
(miembros de la familia let-7, miR-18b, miR-21, miR-26b, miR-31, miR-126, miR-135, 
miR-203, miR-340, el cluster miR-506/514, miR-524-5p, miR-573, miR-664, miR-769 y 
miR-1280); o de la proliferación y control del ciclo celular (miR-148/137, miR-143, miR-
193b y miR-205); con respecto a pigmentación (miR-miR-125b, miR-211-5p), o 
senescencia (miR-125b).  
 
Sin embargo, poco se sabe sobre la participación de los miRNAs en modelos de 
disminución en la proliferación y de pigmentación diferencial como en nuestro modelo 
inducido en células B16F1 de melanoma, por exposición a BrdU (5´Bromo-2-
deoxiuridina) y L-Tyr (L-Tirosina), por lo que este capítulo se centró en el abordaje del 
primer objetivo de esta tesis: Comparar la expresión de miRNAs en la línea celular de 
melanoma B16 expuestas a L-Tyr y a BrdU respectivamente. Como se describió en la 
Tabla Suplementaria 2-1, el antecedente directo de este estudio es el estudio de Flórez y 
Gómez, quienes en 2008 identificaron que la exposición a BrdU generó la expresión 
diferencial de los miRNAs 470 y 138 (Flórez Vargas, 2008). 
2.3.2  Expresión de miRNAs en el modelo de supresión de 
crecimiento y pigmentación diferencial inducido por la L-
Tyr y la BrdU 
Las pruebas experimentales que se relacionan a continuación tuvieron por objetivo 
comparar la expresión de miRNAs en la línea celular de melanoma B16 expuestas a L-
Tyr y a BrdU respectivamente. Los métodos incluyeron: obtención del fenotipo inducido, 
extracción y análisis de calidad del RNA, generación de la librería a amplificar, 
secuenciación NGS por Small RNAseq, análisis de calidad de las lecturas obtenidas, 
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normalización y construcción de una matriz de conteos, y finalmente análisis de 
expresión diferencial de expresión de miRNAs por DEseq2. 
2.3.3  Materiales y métodos 
 Extracción de RNA total y enriquecimiento de pequeños RNAs 
Se realizó extracción de RNA en fase orgánica siguiendo protocolo descrito previamente 
(Chomczynski & Sacchi, 1987). En resumen, las células B16F1 fueron lisadas 
mecánicamente en presencia de TRIzol (Invitrogen), para solubilizar la melanina, el 
lisado fue recolectado en tubos eppendorf de 1.5 mL y calentado durante 2 min a 65 ºC 
(Ryu, Kim, Deluca, & Alani, 2007). Mediante centrifugaciones sucesivas con cloroformo 
(Sigma–Aldrich), isopropanol (Biomedical Inc.) y etanol (Merck) al 75%, se obtuvo un 
pellet que fue secado a temperatura ambiente durante 10 minutos. El RNA extraído fue 
re-suspendido en H2O DEPC (dietil pirocarbonato, Sigma–Aldrich) para posteriores 
ensayos de RT-qPCR y cuantificado por espectrofotometría (Nanodrop 2000, Thermo 
Fisher Scientific); o re-suspendido en buffer de transporte siguiendo las recomendaciones 
del fabricante, para posterior secuenciación.  
 Small RNAseq 
Partiendo del RNA total, se realizó la secuenciación de pequeños RNAs bajo la 
tecnología de secuenciación por síntesis (Illumina, San Diego, California, USA). Previo a 
la construcción de la librería, se evaluó la calidad e integridad del RNA total en un Agilent 
RNA ScreenTape System (Illumina) bajo el parámetro de número de integridad de RNA 
(RIN). Para la construcción de la librería se utilizó TruSeq Small RNA Library Prep. Kit 
(Illumina), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Para ello, una fracción de RNA 
total se acopló a adaptadores 5`y 3` y se realizó la RT-PCR correspondiente, por 15 
ciclos. Los productos de la amplificación se separaron mediante electroforesis en gel de 
poliacrilamida al 6% y la región de la librería amplificada que contenía la fracción de 
miRNAs (de 140-150 nt), fue separada, se precipitó con etanol y se cuantificó en 
nanodrop. La librería se corrió en un HiSeq 2500 (Illumina) en formato rápido de lectura 
por ciclo 1x50 (única lectura), con un promedio de 1.0*107 lecturas por muestra.  
 
El control de calidad y la normalización de las lecturas obtenidas y los alineamientos 
fueron realizados en BaseSpace® App, Small RNA v1.0 (Illumina), las secuencias fueron 
 46 
 
convertidas en archivos FastQ, la calidad de las lecturas fue analizada por multiQC y 
confirmados en Galaxy (https://usegalaxy.org/) por FastQC.  
 
Ahora bien, para los alineamientos entre cada conjunto de lecturas obtenidas entre 17-35 
nt por secuenciación y las cuatro bases de datos de referencia (RNA abundante, miRNA 
maduro-miRBase versión 21 (http://www.mirbase.org/), otros RNAs y genómico mus 
musculus (mm9)), se usó Bowtie v0.12.8 y los hits obtenidos se almacenaron en archivos 
*.BAM, a partir de los cuales, se construyeron las tablas para miRNAs maduros, isomiR y 
piRNAs. Usando el algoritmo de miRDeep, fue posible establecer nuevos precursores. 
 
La asignación de una lectura como microRNA maduro tuvo por criterio, un alineamiento 
perfecto, es decir, identidad del 100% entre la lectura y la secuencia para el microRNA 
reportada en miRBase. Por otra parte, la lectura fue clasificada como isomiR si mantenía 
una sub-secuencia de la misma cadena de una secuencia precursora de un microRNA, 
más no, la secuencia madura 5 'o 3'. Aquellas secuencias no alienadas para miRNAs 
fueron alineadas y clasificadas como genoma, no alineadas y otros RNAs, esta última, 
incluyó los piRNA, para la cual se usaron las secuencias de piRNA registradas en el 
NCBI (Base de datos de nucleótidos) (www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore), la lectura fue 
asignada como piRNA, si se alineó con una secuencia de piRNA, y no fue previamente 
contada como isomiR.  
 
En cuanto a clasificación como familia de miRNAs (consta de varios precursores de 
miRNA que pertenecen a la misma familia), la información de la familia de miRNA 
también fue obtenida de miRBase y lectura fue asignada a este grupo, si consiguió 
alinearse con al menos 1 de los precursores en la familia. Finalmente, una lectura que 
produzca un miRNA maduro, producido por otro precursor del mismo grupo, fue 
considerada microRNA precursor. El descubrimiento de nuevos precursores se realizó 
para cada grupo de muestras, para ellos, las lecturas asignadas a las categorías otros 
RNA y genoma, pero no a la subcategoría de precursores, fueron agrupados y usando la 
línea de comandos de miRDeep* 3.2, se logró predecir nuevos precursores basados en 
los alineamientos generados por Bowtie. 
 
Una vez clasificadas las lecturas, se construyó una matriz de expresión que contenía en 
cada fila, el número de identificación (ID) del miRNA maduro (para la identificación de los 
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microRNAs, en cuyo caso sólo fue asignado el nombre del miRNAs por identidad 100%) 
y en cada columna, se relacionó el número total de conteos para cada miRNA por 
muestra. Con esta matriz de conteos se realizó el análisis de expresión diferencial de 
miRNAs descrito adelante.  
 Análisis de componentes principales-PCA 
El PCA es una técnica multivariada que permite resumir los patrones sistemáticos de 
variaciones en los datos, es una forma de ver cómo se agrupan las muestras en función 
de su varianza (I. T. Jolliffe & Cadima, 2016). El PCA fue realizado para las lecturas 
obtenidas de la secuenciación por exposición, el lenguaje de programación fue código R 
bajo la función ―plotPCA‖, se logró la transformación ortogonal para resumir los patrones 
sistemáticos de variación en las lecturas obtenidas de la secuenciación en componentes 
principales reduciendo cada muestra en un punto (I. Jolliffe, 2014), lo anterior facilitó 
separar muestras por variación de expresión e identificar posibles valores atípicos de 
cada muestra. Se utilizaron los tres primeros componentes principales para la 
construcción del PCA en 3D. 
 
El código generado con la librería plotly y corrido en RStudio para el análisis de expresión 
diferencial de las lecturas obtenidas por muestra de los miRNAs se relaciona a 
continuación: 
 






#PCA EN 3D 
pca = princomp(assay(ntd)) 








treatment = as.factor(treatment) 
plot_ly(x=pc$rotation[,1], y=pc$rotation[,2], z=pc$rotation[,3], type="scatter3d", 
mode="markers", color=~treatment, colors = c('#BF382A', '#0C4B8E', '#22973A')) 
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 Análisis de expresión diferencial de miRNAs desde lecturas de secuenciación 
Para determinar los miRNAs diferencialmente expresados se utilizó la librería DESeq2 
(Bioconductor) en código R, una librería especializada en el análisis de datos de conteos 
que provee métodos para evaluar la expresión diferencial usando la distribución binomial 
negativa y el estimador shrinkage para la distribución de la varianza (Anders & Huber, 
2010; Love, Huber, & Anders, 2014). En resumen, los datos fueron normalizados 
calculando el peso de cada factor usando una función que calcula el tamaño de los 
factores por columna y se ponderó cada valor por el peso de la misma. Una vez estimado 
el peso de los factores, se midió la dispersión de los conteos, la dispersión es una 
medida de propagación o variabilidad en los datos y DESeq2 no utiliza desviación 
estándar (SD), ni varianza (S), ni rango intercuartílico (IQR), para medir esta dispersión, 
sino que utiliza una medida específica ―α‖, que relaciona la media y la varianza de los 
datos. Se construyó una curva de dispersión que trazaba la estimación del valor de 
dispersión esperado para los miRNAs y dada la curva se realizó el ajuste entre los 
valores esperados de la curva con respecto a los obtenidos para cada microRNA.  
 
Con los datos normalizados, se procedió al cálculo de los miRNAs diferencialmente 
expresados usando la función ―results‖ de DESeq2, considerando diferencialmente 
expresados aquellos miRNAs con un valor p ajustado por corrección de pruebas 
múltiples, menor al 5% (Love et al., 2014). En las tablas de salida del análisis por 
DESeq2, se registró, el ID identificador del microRNA maduro y su secuencia obtenida, la 
media de su expresión, las veces de cambio (Fold Change), el valor de significancia p y 
el corregido q para corrección de pruebas múltiples por False Discovery Rate (FDR). La 
información se encuentra registrada en el Gene Expression Omnibus- GEO-NCBI con el 
número de acceso GSE147170 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE147170. 
 
El código generado con la librería DEseq2 y corrido en RStudio para el análisis de 




if (!requireNamespace("BiocManager", quietly = TRUE)) 
  install.packages("BiocManager") 





data <- read.csv("C:/Users/DELL/Desktop/Proyecto_Cancer_Mauricio/Proyecto_Cancer.csv") 
rownames(data) <- data$X 
data <- data[,-1] 
 
patient <- 1:9 
treatment <- factor(c("B16 - Control", "B16 - Control", "B16 - Control", "L - Tyrosine","L - 
Tyrosine","L - Tyrosine","BrdU","BrdU","BrdU")) 
 
coldata = data.frame(patient, treatment) 
 
res <- DESeqDataSetFromMatrix(data, coldata, design = ~ treatment) 
ntd <- normTransform(res) 
res <- DESeq(res) 
 
res1 <- results(res, contrast = c("treatment", "L - Tyrosine", "B16 - Control"), pAdjustMethod = 
"fdr") 
res2 <- results(res, contrast = c("treatment", "BrdU", "B16 - Control"), pAdjustMethod = "fdr") 
res3 <- results(res, contrast = c("treatment", "BrdU", "L - Tyrosine"), pAdjustMethod = "fdr") 
 
#datafc = data.frame(res1$log2FoldChange, res2$log2FoldChange, row.names = 
row.names(res1)) 
#colnames(datafc) = c("L - Tyrosine","B16") 
 
res1 <- res1[!is.na(res1$padj),] 
res2 <- res2[!is.na(res2$padj),] 
res3 <- res3[!is.na(res3$padj),] 
 
table1 <- res1[res1$padj<0.05, ] 
table2 <- res2[res2$padj<0.05, ] 






write.table(counts(res, normalized = TRUE), "Data_normalized.txt") 
 
ntd = normTransform(res) 
 
### 
### MA Plots #### 
 










 Mapas de calor para miRNAs diferencialmente expresados 
Un método común para visualizar datos de expresión génica es mostrarlos como un 
mapa de calor. El mapa de calor también se puede combinar con métodos de agrupación 
que incluyen miRNAs en función de la similitud de su patrón de expresión génica. Esto 
puede ser útil para identificar miRNAs que comúnmente están regulados y por ende 
exhiben patrones de expresión común. Los valores de expresión diferencial de los 
miRNAs fueron visualizados en mapas de calor mediante la función ―pheatmap‖ en 
código R (Grant, Manduchi, & Stoeckert, 2007), los datos de expresión diferencial se 
representaron en una cuadrícula donde cada fila representaba un miRNA y cada columna 
representaba una muestra. El color y la intensidad de los cuadros se utilizaron para 
representar cambios (no valores absolutos) de la expresión, el azul representa miRNAs 
regulados al alta y el azul representa miRNAs regulados a la baja con respecto al control, 
el blanco es indicador de una expresión sin cambios. 
El código generado con la librería pheatmap y corrido en RStudio para la construcción de 
los mapas de calor donde se representa la expresión diferencial de las lecturas obtenidas 
por muestra de los miRNAs se relaciona a continuación: 
### HeatMap  individuales### 
 
library("pheatmap") 
select <- order(rowMeans(counts(res,normalized=TRUE)), 
                decreasing=TRUE)[1:20] 
df <- as.data.frame(colData(res)[,c("treatment")]) 
 
## Arreglar nombres - Eliminar letras 
#names1 = c() 
#names2 = c() 
#names3 = c() 
#nombres1 = rownames(table1) 
#nombres2 = rownames(table2) 
# nombres3 = rownames(table3) 
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# for(i in 1:length(nombres1)){ 
#   pos = regexpr("m", nombres1[i])[1] 
#   names1[i] = substr(nombres1[i], pos, nchar(nombres1[i])) 
# } 
# for(i in 1:length(nombres2)){ 
#   pos = regexpr("m", nombres2[i])[1] 
#   names2[i] = substr(nombres2[i], pos, nchar(nombres2[i])) 
# } 
# for(i in 1:length(nombres3)){ 
#   pos = regexpr("m", nombres3[i])[1] 
#   names3[i] = substr(nombres3[i], pos, nchar(nombres3[i])) 
# } 
# pheatmap(assay(ntd)[rownames(table1),1:6], cluster_rows = FALSE, cluster_cols = FALSE, 
labels_row = names1,  labels_col = c("B16 - Control","L - Tyrosine"),angle_col = 0) 
# pheatmap(assay(ntd)[rownames(table2),c(1,2,3,7,8,9)], cluster_rows = FALSE, cluster_cols = 
FALSE, labels_row = names2,  labels_col = c("B16 - Control","BrdU"),angle_col = 0) 
# pheatmap(assay(ntd)[rownames(table3),4:9], cluster_rows = FALSE, cluster_cols = FALSE, 
labels_row = names3,  labels_col = c("L - Tyrosine","BrdU"),angle_col = 0) 
### HeatMap FoldChange integrados ### 
 
#pheatmap(datafc[rownames(table1),], cluster_rows = F, cluster_cols = F, labels_row = names1,  
labels_col = c("L-Tyrosine", "BrdU"),angle_col = 0) 
#pheatmap(datafc[rownames(table2),], cluster_rows = F, cluster_cols = F, labels_row = names2,  
labels_col = c("L-Tyrosine", "BrdU"),angle_col = 0) 
#pheatmap(datafc[rownames(table3),], cluster_rows = F, cluster_cols = F, labels_row = names3,  
labels_col = c("L-Tyrosine", "BrdU"),angle_col = 0) 
#### L-Tyrosine vs Control#### 
AvsC <- read.delim("C:/Users/DELL/Desktop/Proyecto_Cancer_Mauricio/AvsC_DE.txt") 
rownames(AvsC) = AvsC[,1] 
AvsC = data.frame(AvsC[,-1]) 




pheatmap(ntd, cluster_rows = F, cluster_cols = F,  labels_col = c("B16 - Control", "L - 
Tyrosine"),angle_col = 0, color = colorRampPalette(brewer.pal(n = 7, name = "Reds"))(100)) 
##### BrdU vs Control##### 
BvsC <- read.delim("C:/Users/DELL/Desktop/Proyecto_Cancer_Mauricio/BvsC_DE.txt") 
rownames(BvsC) = BvsC[,1] 
BvsC = BvsC[,-1] 
ntd = log2(BvsC[,1:6] + 1) 
#Conteos 
pheatmap(ntd, cluster_rows = F, cluster_cols = F,  labels_col = c("B16 - Control", "L - 
Tyrosine"),angle_col = 0, color = colorRampPalette(brewer.pal(n = 7, name = "Reds"))(100)) 
##### Ltyr vs Brdu##### 
AvsB <- read.delim("C:/Users/DELL/Desktop/Proyecto_Cancer_Mauricio/AvsB_DE.txt") 
rownames(AvsB) = AvsB[,1] 
AvsB = AvsB[,-1] 
ntd = log2(AvsB[1:6] + 1) 
#Conteos 
pheatmap(ntd, cluster_rows = F, cluster_cols = F,  labels_col = c("L - Tyrosine", "BrdU"), 
angle_col = 0, color = colorRampPalette(brewer.pal(n = 7, name = 




### Gráfico de foldchange###  
FC <- read.delim("C:/Users/DELL/Desktop/Proyecto_Cancer_Mauricio/MicroRNA_FC.txt") 
rownames(FC) = FC[,1] 
FC = FC[-56,-1] 
FCh = data.frame(FC$FoldChangeL, FC$FoldChangeB) 
FCh = FCh[-56,] 
pheatmap(FCh, cluster_rows = F, cluster_cols = F, labels_row = rownames(FC),  
         breaks = seq(-5,5,1/100), legend_breaks = c(-5,-2.5,0,2.5,5), 
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         labels_col = c("L - Tyrosine", "BrdU"),angle_col = 0,color = 
colorRampPalette(rev(brewer.pal(n = 5, name = "RdBu")))(1000)) 
 
2.3.4 Resultados 
 Small RNAseq, lecturas y normalización  
La calidad del RNA extraído, fue analizada y el número de integridad del RNA (RIN), 
estuvo dentro de los valores requeridos para el Small RNAseq (Figura 2-1A), para todas 
las muestras mayores a 8.0; el promedio de lecturas obtenidas posterior a la 
secuenciación para cada grupo experimental (N= 3), fue de 1.38*107, 8.0*106 y 1.03*107 
para células control, expuestas a L-Tyr o BrdU respectivamente (Figura 2-1B), estas 
lecturas presentaron valores de Phred score cercanos a 40, indicando un 99.99% de 
precisión en el llamado de la base, resultados obtenidos por multiQC y confirmados por 
FastQC (Figura 2-1C). El análisis de componentes principales (PCA) mostró mayor 
homogeneidad en las muestras control y mayor varianza en las muestras generadas por 
la exposición a BrdU; en cuanto a las muestras expuestas a L-Tyr, una muestra presentó 
un comportamiento de variación similar a las muestras control (Figura 2-1D).  
 
Una vez realizados los alineamientos (Figura 2-1E), se logró identificar en todas las 
muestras, un porcentaje menor al 5% del total de lecturas alineadas para miRNAs, la 
mayoría de ellas incluidas bajo la categoría IsomiR, seguido de nuevos precursores y en 
menor proporción miRNAs maduros y nuevos miRNAs maduros, estos últimos 
determinados por miRDeep*. En cuanto a la categoría de otros RNAs, fue posible 
identificar lecturas que alinearon con exones, RNAs transferentes (tRNAs), RNAs largos 
no codificantes de regiones intergénicas (lincRNA) y finalmente, RNAs pequeños 





Figura 2-1 Cantidad, calidad, varianza y clasificación de las lecturas obtenidas por small 
RNAseq. 
A. Electroforesis capilar y número de integridad de RNA (RIN) para muestras de RNA 
extraídas de células B16F1 no expuestas (1, 2 y 3), expuestas a L-Tyr (4, 5 y 6) o BrdU 
(7, 8 y 9). B.  Número total de lecturas obtenidas por secuenciación de última generación 
(Small RNAseq). C. Resultados de calidad mediante score Phred en multiQC para el total 
de lecturas adquiridas. D. Análisis de componentes principales (PCA) en 3D para el total 
de lecturas generadas por la secuenciación. E. Proporción de hits obtenidos del 
alineamiento por Bowtie para las lecturas del Small RNAseq; control refiere a las réplicas 
independientes sin exposición; tratamiento ―A‖ y ―B‖ corresponde a las réplicas 





Figura 2-2 Normalización de las lecturas previo al análisis de expresión diferencial 
 
A. Gráfica de la media de cada microRNA por exposición versus la varianza (dispersión), 
cada punto negro es un microRNA con un nivel de expresión medio asociado y una 
estimación de máxima verosimilitud de la dispersión, en rojo la curva estimada y en azul 
se representan los datos normalizados de la secuenciación por Small RNAseq. B. Scatter 
plot de los datos normalizados para análisis pareados: L-Tyr/Control; BrdU/Control y 
BrdU/L-Tyr. 
 
Previó al análisis de expresión diferencial de miRNAs, se llevó a cabo la normalización de 
las lecturas (Figura 2-2), dado que las estimaciones de dispersión realizadas por DESeq2 
describen una relación inversa con la media y directamente relacionadas con la varianza, 
se asumió que la dispersión encontrada para los miRNAs con respecto a la media, difiere 
principalmente en función de su varianza para todas las muestras. Como se esperaba, al 
graficar la media versus la dispersión (varianza) para los datos de conteo representados 
en las muestras, la relación entre la media y la dispersión mantuvo una correlación lineal 
en escala logarítmica, la cual fue ajustada por la curva estimada de dispersión (color rojo 
Figura 2-2A), normalizando los datos (color azul de la gráfica) y manteniendo la 
probabilidad de que los miRNAs que no sigan los supuestos del algoritmo de 
normalización por ajuste de dispersión, mantengan una mayor variabilidad asociada a la 
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condición biológica por exposición a L-Tyr o BrdU. Los datos normalizados finalmente, 
fueron graficados en comparaciones pareadas en un Scatter plot Figura 2-2B), en los tres 
casos (L-Tyr vs Control, BrdU vs Control y BrdU vs L-Tyr), del total de miRNAs graficados 
(puntos en color negro y rojo); se encontró que la mayoría de los miRNAs se alienaron en 
la diagonal de  la gráfica (color negro), sugiriendo un nivel de expresión similar en el 
grupo comparado, sin embargo, también se observó la presencia de miRNAs por encima 
y por debajo del punto de corte a la diagonal (representados en color rojo) que sugieren 
una expresión diferencial de microRNAs. 
 Análisis de expresión diferencial de miRNAs 
Con el objetivo de establecer una expresión diferencial de miRNAs en este modelo, se 
ejecutó la función DESEq2 en R, sobre los datos normalizados de la matriz de conteos 
de expresión de los miRs para los tres grupos pareados: (L-Tyr, BrdU) con respecto al 
control o entre exposiciones. Al graficar los MA-plot (Log2 Fold Change en función del 
promedio de conteos), se encontró en los tres análisis, cambios en algunos miRNAs 
(visualizados en color rojo), que sugieren una expresión diferencial (Figura 2-3A-C), 
expresión que presentó significancia estadística posterior a la corrección de pruebas 
múltiples (valor p ajustado) (Tabla 2-1, 2-2 y 2-3). En células expuestas a L-Tyr, el 
número de miRNAs con expresión diferencial fue de 35, 21 de ellos, sub-expresados y 14 
sobre-expresados; mientras que en células expuestas a BrdU, se encontraron 32 
miRNAs, 11 de ellos, sub y 21 sobre-expresados, todos con respecto a las células B16F1 
control (Tabla 2-1 y 2-2). Al comparar los miRNAs entre BrdU con respecto a L-Tyr, se 
encontró un total de 28 miRs diferencialmente expresados, de los cuales 11 estaban sub-
expresados y 17 sobre-expresados (Tabla 2-3). 
 
Se procedió a analizar los miRNAs diferencialmente expresados con significancia 
estadística ajustada y promedios de conteo mayores a 100. Como se relaciona en la 
Tabla 2-1, la exposición a L-Tyr [5 mM] generó un mayor número de miRs sub-
expresados (21), que sobre-expresados (14); sin embargo, del total de miRNAs 
expresados a la baja, tan sólo la tercera parte, (7) de ellos, tenían un promedio de 
conteos superior a 100 (let-7d-5p, let-7a-5p, miR-151-5p, miR-29a-3p, let-7c-5p, miR-
27b-3p, miR-148b-3p); y de los 14 miRs con expresión al alta, la mitad de ellos fueron 
mayores al mismo promedio de conteos (miR-30d-5p, miR-211-5p, miR-211-3p, miR-129-




Al igual que con la exposición a L-Tyr, se procedió a analizar los miRs diferencialmente 
expresados en células B16F1 expuestas a BrdU [2.5 µg. mL-1] cuya expresión presentó 
significancia estadística ajustada y promedios de conteo mayores a 100. Como se 
relaciona en la Tabla 2-2, la exposición a BrdU generó un menor número de miRNAs 
sub-expresados (11), con respecto a los sobre-expresados (21); sin embargo, del total de 
miRNAs expresados a la baja, tan sólo la tercera, parte (7) de ellos, mantuvo un 
promedio de conteos superior a 100 (miR-3963, let-7a-5p, let-7d-5p, miR-211-5p, miR-
128-3p, miR-361-5p y bajo la categoría de familia , el  miR-138-5p); frente a los 21 
miRNAs con expresión al alta, 12 de los cuales mostraron promedios mayores de 100 
conteos (miR-99b-5p, miR-129-5p, miR-22-3p, miR-30d-5p, miR-191-5p, miR-21a-5p, 
miR-335-5p, let-7b-3p, miR-129-3p, miR-335-3p, miR-455-3p y miR-378a-3p).  
 
Para facilitar un análisis en conjunto de la expresión global de miRs, establecer 
similitudes y diferencias en la expresión y predecir patrones específicos de cada perfil de 
miRNAs obtenidos, se diseñaron mapas de calor que incluyeron exclusivamente el 
listado de los miRNAs diferencialmente expresados (Figura 2-3A y Figura 2-1G-H). Como 
se observa en la Figura 2-3A, los patrones obtenidos fueron comunes en sobre-expresión 
para los miR-30d-5p, miR-129-5p, miR-99b-5p y miR-191-5p y de sub-expresión para 
miembros de la familia let-7 (a-5p, d-5p), y de los miRNAs, miR-23a-3p y miR-361-5p. El 
miR-211-5p, fue el único miRNA que presentó sobre-expresión en células expuestas a L-
Tyr y sub-expresión con BrdU. Sin embargo, la comparación de los miRNAs 
diferencialmente expresados en células expuestas a BrdU con respeto a L-Tyr, arrojó 
otro conjunto de miRNAs con órdenes en expresión diferencial que no fueron 
visualizados, bajo el modelo anterior de comparación de cada exposición con respecto al 






Tabla 2-1 miRNAs diferencialmente expresados en células B16F1 expuestas por 72 h a L-Tirosina [5 mM] con respecto a células B16F1 no 
expuestas.  
En la tabla se relacionan un total de 35 miRNAs con expresión diferencial en células expuestas a L-Tyr [5 mM] con respecto a las células no 
expuestas; 21 de ellos, sub-expresados y 14 sobre-expresados. Para cada microRNA se registra por fila, el nombre (ID) reportado en 
miRBase versión 21; el nivel de expresión (sobre (↑) o sub expresado (↓)); la secuencia alineada, el logaritmo en base 2 de las veces de 
cambio (Log2 Fold Change); el valor p significativo y el valor p ajustado por corrección de pruebas múltiples; finalmente el promedio de lecturas 
(baseMean). Resaltados en negro los miRNAs seleccionados para el análisis de enriquecimiento funcional registrado en el capítulo tres de 
esta tesis. 











17_AGGTAGTAGGTTGCATAGTT_ -0,93 8,701E-04 2,504E-02 2014 
mmu-let-7a-5p 14_AGGTAGTAGGTTGTATAGTT_ -0,64 1,050E-03 3,270E-02 1648 
mmu-miR-151-5p 8_CGAGGAGCTCACAGTCTAGT_ -0,94 3,567E-04 1,375E-02 859 
mmu-miR-29a-3p 55_GCACCATCTGAAATCGGTTA_ -0,94 2,239E-07 3,885E-05 636 
mmu-let-7c-5p 20_TAGTAGGTTGTATGGTT_ -0,84 1,247E-03 3,762E-02 533 
mmu-miR-27b-3p 50_CACAGTGGCTAAGTTCTGCA_ -1,47 5,270E-04 1,970E-02 377 
mmu-miR-148b-3p 62_AGTGCATCACAGAACTTTGT_ -2,00 2,046E-05 1,775E-03 118 
mmu-miR-23a-3p 47_CACATTGCCAGGGATTTC_ -3,05 1,413E-04 7,519E-03 49 
mmu-miR-99b-3p 46_AGCTCGTGTCTGTGGGTCCG_ -2,98 3,640E-07 5,535E-05 45 
mmu-let-7g-5p 10_GTAGTAGTTTGTACAGT_ -4,44 8,901E-09 4,118E-06 45 
mmu-miR-30c-3p 56_GGAGAAGGCTGTTTACTCT_ -2,09 6,679E-04 2,377E-02 35 
mmu-miR-103-3p 56_CATTGTACAGGGCTATG_ -2,87 5,338E-05 4,116E-03 32 
mmu-miR-23b-3p 48_ACATTGCCAGGGATTACCA_ -2,70 1,346E-04 7,473E-03 28 
mmu-miR-361-5p 6_TATCAGAATCTCCAGGGGTA_ -3,39 1,787E-04 8,670E-03 23 
mmu-miR-31-5p 30_CAAGATGCTGGCATAGCT_ -3,01 1,881E-04 8,704E-03 22 
mmu-miR-101b-3p 61_ACAGTACTGTGATAGCTGAA_ -4,12 3,302E-06 3,554E-04 17 
mmu-miR-320-3p 51_GCTGGGTTGAGAGGGCGA_ -3,37 1,658E-04 8,670E-03 14 
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microRNA ID Nivel de expresión Secuencia "Log2 Fold Change" "pvalue" "padj" "baseMean" 
mmu-miR-181b-3p 51_CTCACTGAACAATGAATGCA_ -3,11 7,574E-04 2,564E-02 12 
mmu-miR-872-5p 14_TTACTTGTTAGTTCAGG_ -3,37 2,226E-04 9,848E-03 12 
mmu-miR-339-5p 19_TGTCCTCCAGGAGCTCACG_ -3,15 6,087E-04 2,283E-02 11 












11_TGTAAACATCCCCGACTGGA_ 1,02 8,078E-06 7,626E-04 5118 
mmu-miR-211-5p 27_CCCTTTGTCATCCTTTGCCT_ 1,10 6,743E-04 2,318E-02 1391 
mmu-miR-211-3p 62_GCAAGGACAGCAAAGGGGGG_ 1,26 8,183E-05 5,408E-03 159 
mmu-miR-129-5p 15_TTTTTGCGGTCTGGGCTTGC_ 1,35 4,746E-04 1,553E-02 677 
mmu-miR-99b-5p 7_ACCCGTAGAACCGACCTTGC_ 0,85 2,270E-04 9,848E-03 670 
mmu-miR-1249-3p 57_ACGCCCTTCCCCCCCTTCTT_ 2,11 6,548E-08 1,515E-05 524 
mmu-miR-191-5p 8_ACGGAATCCCAAAAGCAGCT_   1,00 3,067E-04 1,228E-02 355 
mmu-miR-129-3p 56_AAGCCCTTACCCCAAAAAGC_ 2,10 3,328E-06 3,554E-04 322 
mmu-miR-328-3p 60_CTGGCCCTCTCTGCCCTTC_ 2,50 6,864E-05 5,014E-03 81 
mmu-miR-151-3p 45_GACTGAGGCTCCTTGAGGAA_ 2,38 1,237E-04 7,153E-03 61 
mmu-miR-143-3p 41_AGATGAAGCACTGTAGCTCT_ 4,01 6,562E-07 8,280E-05 40 
mmu-miR-149-5p 5_TGGCTCCGTGTCTTCACTC_ 3,03 9,253E-04 2,987E-02 26 
mmu-miR-6236 68_CGTCGCCGGCAGTCGGA_ 4,38 1,794E-07 3,556E-05 21 




Tabla 2-2 miRNAs diferencialmente expresados en células B16F1 expuestas por 72 h a 5-Bromo-2-Deoxiuridina [2,5 µg. mL-1] con respecto a 
células B16F1 no expuestas.  
En la tabla se relacionan un total de 32 miRNAs con expresión diferencial en células expuestas a BrdU [2,5 µg. mL-1] con respecto a las 
células no expuestas; 11 de ellos, sub-expresados y 21 sobre-expresados. Para cada microRNA se registra por fila, el nombre (ID) reportado 
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en miRBase versión 21; el nivel de expresión (sobre (↑) o sub expresado (↓)); la secuencia alineada, el logaritmo base 2 de las veces de 
cambio (Log2 Fold Change); el valor p significativo y el valor p ajustado por corrección de pruebas múltiples; finalmente el promedio de lecturas 
(baseMean). Resaltados en negro los miRNAs seleccionados para el análisis de enriquecimiento funcional registrado en el capítulo tres de 
esta tesis. 








8_ATCCCACTTCTGACACCA -1,85 1,804E-09 1,401E-06 29645 
mmu-let-7a-5p 14_AGGTAGTAGGTTGTATAGTT -0,96 6,470E-04 2,093E-02 1300 
mmu-let-7d-5p 17_AGGTAGTAGGTTGCATAGTT -0,89 1,425E-03 3,882E-02 1030 
mmu-miR-211-5p 27_CCCTTTGTCATCCTTTGCCT -1,36 3,164E-04 1,199E-02 696 
mmu-miR-128-3p 44_CACAGTGAACCGGTCTCTTT -1,91 9,496E-05 4,589E-03 232 
mmu-miR-361-5p 5_TTATCAGAATCTCCAGGGGT -1,72 8,530E-05 4,014E-03 204 
mmu-miR-138-5p Precursor miRNA-138 maduro -3,26 1,889E-05 2,000E-04 65 
mmu-miR-671-3p 57_TCCGGTTCTCAGGGCTCCAC -2,35 1,686E-03 4,292E-02 27 
mmu-miR-30a-3p 50_CAGTCGGATGTTTGCAGC -4,20 1,719E-06 2,670E-04 26 
mmu-miR-23a-3p 48_ACATTGCCAGGGATTTC -3,13 8,000E-04 2,485E-02 17 











6_CACCCGTAGAACCGACCTTG_ 1,14 2,312E-04 7,241E-03 10602 
mmu-miR-129-5p 14_CTTTTTGCGGTCTGGGCTTG_ 1,60 2,962E-05 1,550E-03 1955 
mmu-miR-22-3p 58_GCTGCCAGTTGAAGAACTGT_ 1,32 1,698E-04 6,194E-03 764 
mmu-miR-30d-5p 11_TGTAAACATCCCCGACTGG_ 1,20 2,214E-05 1,719E-03 618 
mmu-miR-191-5p 9_CGGAATCCCAAAAGCAGCTG_ 1,48 3,663E-04 1,326E-02 574 
mmu-miR-21a-5p 20_CTTATCAGACTGATGTTGAC_ 2,17 2,679E-04 7,450E-03 560 
mmu-miR-335-5p 17_AAGAGCAATAACGAAAAATG_ 3,32 1,029E-04 3,727E-03 329 
mmu-let-7b-3p 62_ATACAACCTACTGCCTTCCT_ 1,77 1,009E-03 2,909E-02 228 
mmu-miR-129-3p 58_GCCCTTACCCCAAAAAGCAT_ 2,10 2,947E-04 1,149E-02 191 
mmu-miR-335-3p 57_TTTCATTATTGCTCCTGACC_ 3,46 4,762E-05 2,917E-03 171 
mmu-miR-455-3p 53_GCAGTCCACGGGCATATACA_ 2,75 2,150E-04 7,299E-03 153 
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microRNA ID Nivel de expresión Secuencia "Log2 Fold Change" "pvalue" "padj" "baseMean" 
mmu-miR-378a-3p 44_TGGACTTGGAGTCAGAAGGA_ 2,07 5,965E-05 3,431E-03 104 
mmu-miR-193b-3p 49_CTGGCCCACAAAGTCCCGCT_ 3,64 1,059E-04 4,269E-03 97 
mmu-miR-144-3p 6_GGATATCATCATATACTGTA 3,79 9,074E-05 4,145E-03 42 
mmu-miR-29c-3p 53_TAGCACCATTTGAAATCGGT_ 3,42 2,991E-04 1,161E-02 23 
mmu-miR-365-3p 67_TAATGCCCCTAAAAATCCTT_ 3,64 7,318E-05 3,788E-03 22 
mmu-miR-26a-2-5p 13_TTCAAGTAATCCAGGATA_ 3,03 1,511E-03 3,976E-02 22 
mmu-let-7e-5p 18_GTAGGAGGTTGTATAGTTT_ 3,35 4,058E-04 1,500E-02 20 
mmu-miR-328-3p 63_GCCCTCTCTGCCCTTCCGTT_ 4,18 8,692E-06 1,038E-03 16 
mmu-miR-542-3p 53_TGACAGATTGATAACTGAAA_ 3,37 5,392E-04 1,820E-02 16 









Tabla 2-3 miRNAs diferencialmente expresados en células B16F1 expuestas por 72 h a 5-Bromo-2-Deoxiuridina [2,5 µg. mL-1] con respecto a 
células B16F1 expuestas a L-Tirosina 5 mM. 
En la tabla se relacionan un total de 28 miRNAs con expresión diferencial en células expuestas a BrdU [2,5 µg. mL-1] con respecto a las 
células expuestas a L-Tyr [5 mM]; 11 de ellos, sub-expresados y 17 sobre-expresados. Para cada microRNA se registra por fila, el nombre (ID) 
reportado en miRBase versión 21; el nivel de expresión (sobre (↑) o sub expresado (↓)); la secuencia alineada, el logaritmo base 2 de las 
veces de cambio (Log2 Fold Change); el valor p significativo y el valor p ajustado por corrección de pruebas múltiples; finalmente el promedio 
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de lecturas (baseMean). Resaltados en negro los miRNAs seleccionados para el análisis de enriquecimiento funcional registrado en el capítulo 
tres de esta tesis. 







12_GTAAACATCCCGACTGGAA_ -1,04 8,70E-06 6,50E-04 2326 
mmu-miR-211-5p 27_CCCTTTGTCATCCTTTGCCT_ -2,20 1,03E-05 7,15E-04 2024 
mmu-miR-1249-3p 57_ACGCCCTTCCCCCCCTTCTT_ -2,23 6,09E-05 3,02E-03 705 
mmu-miR-211-3p 62_GCAAGGACAGCAAAGGGGGG_ -2,87 1,16E-06 1,89E-04 126 
mmu-miR-30a-3p 50_CAGTCGGATGTTTGCAGC_ -5,10 5,56E-09 2,70E-06 45 
mmu-miR-501-3p 60_AATGCACCCGGGCAAGGATT_ -3,40 1,38E-04 6,27E-03 43 
mmu-miR-130b-3p 52_GTGCAATGATGAAAGGGCAT_ -3,16 5,74E-04 2,15E-02 31 
mmu-miR-671-3p 57_TCCGGTTCTCAGGGCTCCAC_ -2,76 1,30E-04 6,12E-03 29 
mmu-miR-351-5p 16_CCCTGAGGAGCCCTTTGAGC_ -4,35 9,37E-06 9,10E-04 25 
mmu-miR-6236 68_CGTCGCCGGCAGTCGGA_ -4,22 1,52E-06 2,02E-04 22 










15_CAAGTAATCCAGGATAGGCT_ 0,73 6,91E-05 3,63E-03 1879 
mmu-miR-21a-5p 20_CTTATCAGACTGATGTTGAC_ 1,67 6,68E-05 3,02E-03 518 
mmu-let-7b-3p 60_CTATACAACCTACTGCCTTC_ 1,78 9,39E-05 4,57E-03 203 
mmu-miR-335-5p 17_AAGAGCAATAACGAAAAAT_ 4,00 3,35E-04 1,14E-02 141 
mmu-miR-193b-3p 49_CTGGCCCACAAAGTCCCGCT_ 6,14 1,23E-14 8,95E-12 68 
mmu-miR-484 7_GGCTCAGTCCCCTCCCGAT_ 2,88 1,89E-05 1,44E-03 65 
mmu-miR-99b-3p 46_AGCTCGTGTCTGTGGGTCCG_ 2,89 3,87E-04 1,52E-02 54 
mmu-miR-335-3p 55_TTTTTCATTATTGCTCCTGA_ 4,75 1,05E-05 6,80E-04 51 
mmu-miR-365-3p 57_ATGCCCCTAAAAATCCTTAT_ 4,30 9,47E-06 7,20E-04 42 
mmu-miR-144-3p _TACAGTATAGATGATGTACT_ 3,54 4,52E-04 1,74E-02 35 
mmu-miR-27b-3p 50_CACAGTGGCTAAGTTCT_ 3,46 6,08E-05 3,17E-03 32 
mmu-miR-320-3p 51_GCTGGGTTGAGAGGGCGA_ 3,65 2,18E-04 9,65E-03 23 
mmu-miR-27a 59_CAGTGGCTAAGTTCCGA_ 4,21 1,61E-05 1,38E-03 21 
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microRNA ID Nivel de expresión Secuencia "Log2 Fold Change" "pvalue" "padj" "baseMean" 
mmu-miR-193b 47_AACTGGCCCACAAAGTCCCG_ 4,03 4,33E-05 2,52E-03 20 
mmu-miR-221-3p 62_TACATTGTCTGCTGGGTTT_ 3,39 7,87E-04 2,80E-02 15 
mmu-let-7e-5p 17_GGTAGGAGGTTGTATAGTTT_ 3,66 2,37E-04 1,02E-02 13 






Figura 2-3 Las células B16F1 inducidas a pigmentación diferencial y disminución en la proliferación muestran cambios en la expresión de 
miRNAs 
 A-C. MA Plot del logaritmo de las veces de cambio (Fold Change) con respecto a la media de conteos normalizados para los miRNAs 
obtenidos por secuenciación, en células de melanoma expuestas a L-Tyr (A), a BrdU (B) y a BrdU con respecto a L-Tyr (C). D-F. Mapa de 
calor con los niveles de expresión relativa de miRNAs diferencialmente expresados en células B16F1 expuestas a L-Tyr (D) y BrdU (E) con 
respecto a células no expuestas y en F. la expresión de los miRNAs de BrdU con respecto a L-Tyr. El aumento en la intensidad del color rojo 
indica sobreexpresión. G. Mapa de calor con los niveles de expresión relativa de 55 miRNAs diferencialmente expresados, obtenidos por 
Small RNA-seq a partir de células B16F1 expuestas a L-Tyr 5 mM o a BrdU 2.5 μg. mL-1 con respecto a células control B16F1 no expuestas; 









Ya que el nivel de expresión para este caso no fue el mismo, es posible que la exposición 
a L-Tyr o BrdU genere cambios en la expresión de algunos miRNAs de forma diferencial. 
(Figura 2-1I). En conjunto, la expresión de los miRNAs reveló un perfil de expresión 
diferente en las células B16 en respuesta a la exposición a L-Tyr o BrdU y es posible que 
este perfil tenga relación con los cambios diferenciales observados de pigmentación, 
proliferación y senescencia inducidos en este modelo celular. 
 
Vale resaltar que la exposición a BrdU, mostró miRs comunes a los diferencialmente 
expresados por la exposición a L-Tyr (a la baja, miembros de la familia let-7a-5p y let-7d-
5p) y al alta (miR-30d-5p, miR-129-5p, miR-99b-5p y miR-191-5p). Estos hallazgos abren 
la posibilidad de plantear que la expresión común de miRs expresados diferencialmente 
bajo estas dos exposiciones, podría operar de forma coordinada a través de la regulación 
de sus blancos moleculares en los fenotipos comunes ya descritos en el capítulo 1, como 
la supresión del crecimiento celular y la posibilidad de un control del ciclo; estos aspectos 
fueron abordados en los capítulos 3 y 4 de este documento.  
 
Por otro lado, el único microRNA con expresión diferencial significativa contraría en L-Tyr 
y BrdU, fue el miR-211-5p, sobre-expresado en L-Tyr y con reducida expresión en BrdU, 
dado que la pigmentación en este modelo de supresión fue diferencial, la participación de 
este microRNA podría ser relevante a la hora de abordar el fenotipo descrito, puesto que 
como ya se mencionó, el miR-211-5p, está asociado con el control de la pigmentación y 
podría explicar las diferencias encontradas entre L-Tyr (hiperpigmentación) y BrdU 
(hipopigmentación); claro está, sin desconocer la eventual participación particular de 
otros miRs, como el miR-21a-5p, que bajo la exposición de la BrdU presentó una sobre-
expresión y del cual se ha reportado su participación en el control de la melanogénesis a 
través de la regulación de Sox5 y de la vía Wnt/β-catenina y por ende, del control de la 
expresión de MITF y de las enzimas asociadas a la melanogenesis (TYR, TYRP1 y 
DCT), donde MITF actúa como factor de transcripción (P. Wang, Zhao, Fan, Chen, & 
Dong, 2016). 
 
A pesar que nuestro modelo es de melanoma de ratón, los resultados aquí presentados 
también coinciden en alto grado con reportes de expresión diferencial de miRNAs en 
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melanoma humano y aunque se presentan cambios en el nivel de expresión, confirman 
su participación en modelos de progresión y de supresión tumoral en melanoma. 
2.3.5 Discusión 
Como se mostró en el anexo A Tabla suplementaria 1, la alteración de diferentes 
programas celulares en melanoma entre los que se encuentra el control del ciclo celular, 
la pigmentación y la senescencia celular inducida por estrés genotóxico, se asocia con 
cambios en la expresión de miRNAs y su efecto en la regulación post-transcripcional 
sobre genes blanco (P. E. Bennett, Bemis, Norris, & Shellman, 2013; Mueller et al., 
2009). Ahora bien, para los fenotipos inducidos en células B16F1 descritos en el primer 
capítulo, se sabe que la exposición a L-Tyr o BrdU genera cambios en la expresión de 
cientos de genes (Gomez, 2009; Gomez et al., 1995, 1996), sin embargo, se desconoce 
si en estos fenotipos se presentan diferencias en la expresión de microRNAs, adicionales 
a los dos miRs previamente reportados (miR-138/miR-470); por esta razón, se identificó y 
cuantificó por small RNAseq, la expresión de miRs en este modelo (Figura 2-1 y 2-2) y se 
estableció si existían o no diferencias en cuanto a expresión de miRs en células 
expuestas a L-Tyr o BrdU con respecto a las células no expuestas (Figura 2-3 y Tabla 2-
1, 2-2 y 2-3).  
Varios de los miRNAs aquí reportados con cambios en su nivel de expresión, coinciden 
con reportes previos. En 2008 se realizaron ensayos de RT-qPCR donde se comparó la 
expresión de un total de 157 miRs en muestras de melanoma cutáneo primario con 
respecto a nevus común; se encontró la expresión a la baja del let-7d y let-7a (Schultz, 
Lorenz, Gross, Ibrahim, & Kunz, 2008); este último miRNA también se encontró a la baja 
en otros tres estudios: dos de ellos, usando microarreglos de miRNAs donde se comparó 
470 miRs en melanoma metastásico con respecto a nevus común (J. Chen et al., 2010) y 
un segundo estudio, donde se comparó 1205 miRs en muestras de melanoma cutáneo 
primario con respecto a nevus común (Sand et al., 2013); el último estudio de 2013, 
donde se realizó una comparación de miRs mediante secuenciación de última generación 
(NGS-small-RNAseq) a partir de muestras de melanoma cutáneo primario con respecto a 
nevus común (Kozubek et al., 2013). Por otra parte como se indicó en la Tabla 
Suplementaria 2-1, let-7a, se encontró asociado a procesos de migración e invasión en 
melanoma, a partir de la regulación de su blanco molecular, la integrina β3 (Muller & 




En el mismo ensayo de 2013, Kozubek y colaboradores, lograron identificar la expresión 
a la baja de los miR-29a-3p, let-7c-5p, miR-103-3p, miR-23b-3p, miR-320-3p y miR-29a-
3p, aquí reportados también a la baja. Otro estudio en 2009, donde se comparó mediante 
plataforma de microarreglos 461 miRs en líneas de melanoma cutáneo primario con 
respecto a melanocitos epidermales adultos (NHEMs), se reportó también una expresión 
diferencial del miR-27b-3p; sin embargo, a diferencia de lo reportado aquí, su expresión 
fue al alta (Mueller et al., 2009). En ese estudio también se reportó al miR-148b a la baja. 
Estudios de Sand y colaboradores y Chen y colaboradores, arriba mencionados, también 
reportaron expresión a la baja del miR-27b-3p; ya más reciente, en 2020 Gencia, 
Baderca y colaboradores compararon muestras de melanoma primario con respecto a 
nevus común y usando RT-qPCR lograron identificar la expresión a la baja del miR-27b-
3p (Gencia et al., 2020). La evidencia experimental de sobreexpresión diferencial del 
miR-151-5p en melanoma es limitada, sin embargo, hay reportes de expresión diferencial 
de este miR en hepatocarcinoma (Ding et al., 2010).   
En cuanto a los miRNAs al alta por exposición a L-Tyr 5 mM, se tiene reporte de los miR-
30d-5p, miR-211-5p, miR-129-5p, miR-151-3p y miR-423-3p y sin aparente evidencia 
experimental en melanoma para los otros 9 miRs sub-expresados y registrados en la 
Tabla 2-1. Al respecto, en 2013, Couts y colaboradores utilizando la técnica de 
microarreglos, compararon 264 miRs extraídos de muestras de melanoma metastásico y 
primario con respecto a NHEMs y encontraron que el miR-30d presentó una expresión a 
la baja (Couts, Anderson, Gross, Sullivan, & Ahn, 2013); contrario a los resultados 
reportados en 2015, en donde se comparó por microarreglos 667 miRs obtenidos de 
muestras de melanoma metastásico con respecto a melanoma primario y se reportó la 
expresión de este miR al alta, coincidente con lo reportado en la Tabla 2-1 (Bhattacharya 
et al., 2015).  
 
Para el miR-211-5p, ya tenía reportes previos de expresión diferencial, además de su 
potencial papel como supresor tumoral en melanoma; al respecto, Kozubek y 
colaboradores, que informaron un nivel de expresión de este miR-211-5p a la baja 
(Kozubek, Ma et al. 2013), que contrasta con  la expresión al alta en nuestro modelo de 
supresión inducido (Kozubek et al., 2013). Frente a blancos moleculares, además de los 
registrados en la Tabla Suplementaria 2-1, anexo 1 del capítulo 2, se tiene el reporte de 
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una regulación sobre EDEM1, una proteasa que regula a la tirosinasa, principal enzima 
asociada con la melanogenesis (Vitiello et al., 2017; Y. Xu, Brenn, Brown, Doherty, & 
Melton, 2012). Como muestra la Tabla 2-3, este microRNA mostró diferencias 
significativas al comparar entre BrdU con respecto a L-Tyr, dado los antecedentes de 
este miR, es posible una eventual participación en la pigmentación diferencial descrita en 
este modelo.  
 
Concerniente al miR-129-5p, Ding y colaboradores compararon muestras de melanocito y 
melanoma primario y metastásico mediante NGS (small-RNAseq) y qRT-PCR y 
reportaron la expresión diferencial del miR-129-5p al alta, (N. Ding et al., 2015). Frente a 
los miR-99b-5p y miR-191-5p, se ha reportado entre otros, para el primero, una expresión 
diferencial en cáncer colorectal y gástrico y su regulación a través de mTOR y IGF-1R 
respectivamente (W. Li et al., 2015; Z. Wang et al., 2018); y para el segundo, una función 
supresora tumoral en adenocarcinoma, con expresión a la baja y sobreexpresión de su 
blanco molecular PD-L1 (X. Y. Chen et al., 2018) y en plasma de pacientes con estado 
avanzado de progresión de melanoma se encontró expresión al alta evaluada por 
plataforma NanoString (Latchana et al., 2017).  
 
Aunque es limitada la evidencia experimental de la expresión del miR-129-5p en 
melanoma, la expresión al alta aquí reportada para el miR-129-5, contrasta con evidencia 
previa como el estudio in vitro en células de condrosarcoma donde este miR se reportó a 
la baja y estaría asociado con la inhibición de la proliferación e invasión a través de la 
regulación de su blanco molecular SOX4, y por ende, el control de la vía SOX4/Wnt/β-
catenina (P. Zhang, Li, Song, & Wang, 2017); y con expresión también a la baja en 
muestras de Glioblastoma humano a través de la regulación de su blanco Wnt5a y el 
bloqueo de las vías PKC/ERK/NF-κB y JNK (Zeng et al., 2018). Finalmente, para los miR-
151-3p y miR-423-3p ya había sido reportada su expresión al alta en los ensayos de 
Bhattacharya 2015 y Caramuta 2010, respectivamente (Bhattacharya et al., 2015; 
Caramuta et al., 2010). 
 
De los miRNAs expresados a la baja por exposición a BrdU fueron comunes a L-Tyr, let-
7a-5p y let-7d-5p; el miR-211-5p reportado al alta en L-Tyr, y aquí es reportado a la baja. 
Por otro lado, la sub-expresión del miR-128-3p y sobreexpresión del miR-138-5p y del 
miR-30a-3p ya había sido reportada (Gencia et al., 2020; Mueller et al., 2009). Para el 
 70 
 
conjunto miR-3963, miR-671-3p, miR-532-5p y miR-23a-3p y miR-361-5p con expresión 
diferencial en melanoma no se tiene reporte a la fecha, sin embargo el miR-3963 mostró 
cambios en su expresión en ensayos de diferenciación miogénica con células C2C12 y 
su participación estaría asociada a retrasar este el proceso de diferenciación de 
mioblastos a miotubos (Katase, Terada, Suzuki, Nishimatsu, & Nohno, 2015). 
 
Para los miRs expresados al alta en BrdU, coinciden los miR-99b-5p, miR-129-5p, miR-
30d-5p y miR-191-5p con los reportados para L-Tyr. Para el miR-22-3p se tiene evidencia 
de su expresión a la baja a partir de una comparación de miRs de células de melanoma 
A375 y lo extraídos de la línea celular A2058 derivada de melanoma metastásico frente a 
melanocitos epidermales humanos HEMs-LP (N. Ding et al., 2015). De Let-7b se tienen 
distintos reportes; en 2008 el miR fue reportado a la baja, tras analizar 157 miRs en 
muestras de melanoma cutáneo primario con respecto a nevus común (Schultz et al., 
2008), al igual que en 2010, donde se analizó por microarreglos, 470 miRs de muestras 
de melanoma primario y metastásico con respecto a nevus común (J. Chen et al., 2010). 
Para el miR-335-5p, se ha reportado que inhibe el crecimiento e invasión de células de 
astrocitoma e inhibe la proliferación, migración e invasión en la línea celular de cáncer 
cervical HeLa y en cáncer gástrico como potencial supresor de la metástasis e invasión 
(L. Luo et al., 2018; Tang et al., 2018; D. Zhang & Yang, 2019; L. L. Zhang et al., 2018). 
 
Del miR-455-3p se encontraron reportes en melanoma de una expresión a la baja; en 
2012 se comparó 735 miRs obtenidos de muestras de melanoma primario con respecto a 
nevus común (Y. Xu et al., 2012); ese mismo año, estudios de Liu y colaboradores 
coincidieron en su patrón de expresión a la baja, al analizar por microarreglos, 660 
miRNAs obtenidos de melanoma primario y metastásico con respecto a nevus común  (S. 
Liu et al., 2012) y finalmente en 2013 también fue reportado este miR a la baja por Sand, 
Skrygan arriba  mencionados. Para el miR-129-3p se tienen reportes de regulación en 
hepatocarcinoma celular a través de su target Aurora A (Cui et al., 2016) y como 
supresor del crecimiento celular en carcinoma de próstata (S. Xu, Yi, Zhang, Ge, & Zhou, 
2016). Finalmente para el miR-378a-3p se reportó que la edición de este miR bajo el 
sistema adenina-inosina previene la progresión en melanoma a través de su blanco 




Los estudios de perfiles de expresión de miRNAs en diferentes estados de progresión en 
melanoma cutáneo y el aquí reportado bajo un modelo de supresión del crecimiento en 
células B16F1 de melanoma abren un profundo debate, por un lado, confirman la alta 
heterogeneidad de expresión diferente de miRNAs, que no en todos los casos coincide 
con el estado de progresión o el fenotipo descrito (condición reflejada en el listado de la 
Tabla suplementaria 1, en donde, un número reducido de miRs, coincidió con nuestro 
estudio). Sumado a lo anterior, sigue siendo un reto experimental la asociación funcional 
de los miRNAs diferencialmente expresados y sus blancos moleculares, como también el 
grado de contribución de un conjunto de miRNAs que tiene por blanco molecular al 
mismo gen, situación que fue abordada en el siguiente capítulo de esta tesis. 
 
Así mismo, la identificación de los mRNA diana de un miRNA, ha permitido sugerir que 
un mismo miRNA puede regular diferentes mRNAs, así como la regulación de varios 
miRNAs sobre el mismo mRNA, sin embargo, dada la alta heterogeneidad molecular 
ampliamente descrita, sumado al limitado conocimiento de la biología celular y molecular 
de los miRNAs que incluye la confirmación experimental de todos los mRNAs diana de 
un mismo miRNA, nuevas estrategias deben implementarse para integrar en red, bloques 
de microRNAs, con sus mRNAs diana y sus productos proteicos asociados a los 
diferentes programas celulares, que faciliten la comprensión de los determinantes 
moleculares y de los mecanismos asociados a la progresión y supresión del melanoma 
cutáneo en función de la regulación mediada por los miRNAs.  
 
Finalmente, el control post-transcripcional que los miRNAs ejercen sobre sus mRNAs 
diana, generalmente conlleva a una reducción en la expresión de las proteínas que 
codifican. Es posible que el cambio en la expresión de los miRNAs aquí reportado 
induzca alteraciones en la expresión de proteínas, promoviendo cambios en los 
programas celulares de proliferación, crecimiento, metabolismo energético, migración, 
diferenciación, pigmentación y hasta muerte celular en el modelo de supresión en células 
B16F1 de melanoma expuestas a L-Tyr o BrdU. La determinación de las mRNAs diana 




2.3.6 Conclusiones capítulo 2 
Se logró evaluar la expresión de los miRNAs en células de melanoma B16F1 inducidas a 
un fenotipo de reducción de la proliferación y cambios en la pigmentación por exposición 
a L-Tyr o BrdU. En este capítulo claramente se identificaron varios miRNAs que según 
antecedentes podrían asociarse a la explicación del fenotipo descrito en el capítulo 1 de 
esta tesis y a pesar de que algunos miRNAs fueron coincidentes en su patrón de 
expresión, se logró identificar que la exposición a L-Tyr o BrdU, genera un perfil de 
expresión diametralmente opuesto en la mayoría de sus miRNAs (Figura 2-3G y Tabla 2-
3), que en función de sus blancos moleculares podría abonar evidencia de fenotipos 
genotóxico por exposición a BrdU frente a metabólico por L-Tyr, que comparten en 
ambos casos la expresión diferencial de microRNAs. Esta hipótesis será abordada en los 
próximos dos capítulos de este documento, en donde además de un enriquecimiento 
funcional y construcción de redes de regulación, se analiza la posibilidad de una 






Capítulo 3. Redes de regulación génica (RRG) 
y de co-expresión de microRNAs (RC-miR) 
en el modelo in vitro de supresión tumoral 
inducida. 
Como se mencionó en el capítulo anterior, los miRNAs juegan un papel fisiológico a nivel 
post-transcripcional en la expresión de más de la mitad de los genes que codifican 
proteínas en mamíferos y la evidencia experimental sugiere que estos pequeños RNAs 
no codificantes estarían participando en el control y mantenimiento de diferentes 
programas celulares en melanoma como proliferación, muerte, control del ciclo, 
pigmentación, diferenciación y hasta senescencia (Tabla Suplementaria 2-1). Es posible 
que la alteración en la expresión de los miRNAs afecte directamente el control que estos 
ejercen sobre sus dianas moleculares y, por ende, ayuden a explicar, el fenotipo tumoral 
y eventual progresión del melanoma y del fenotipo descrito de supresión de crecimiento 
tumoral y la pigmentación diferencial obtenidos en células B16F1 expuestas a L-Tyr o a 
BrdU. 
 
Sin embargo, la dinámica de regulación en la expresión de los genes se aleja de modelos 
lineales, por el contario, esta regulación al parecer, integra una maquinaría molecular en 
la cual participan factores de transcripción, proteínas de unión a RNA y ncRNAs (como 
los miRNAs), quienes de forma coordinada, cooperativa o sinérgica operan en el control y 
mantenimiento de los fenotipos en condiciones fisiológicas y fisiopatológicas (Kanitz & 
Gerber, 2010). De hecho, en sí mismo, el control que ejercen los miRNAs tiene potencial 
de regulación sobre cientos de blancos o dianas moleculares mRNAs (con un promedio 
de 8:1), como por ejemplo el miR-137 quien se relacionó en la Tabla Suplementaria 2-1 
del anexo 1 capítulo 2, con 7 blancos moleculares; y a su vez, un mismo mRNA puede 
ser blanco de regulación de más de un miRNA (promedio 2:1), como por ejemplo HIF-1α, 
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(Kanitz & Gerber, 2010; Murray, Choe, Woods, Ryan, & Liu, 2010), por lo que la variación 
en la expresión de miles de genes podría ser explicada desde cambios en los patrones 
de expresión de los miRNAs (Pritchard et al., 2012). 
 
La evidencia de una regulación coordinada de miRNAs es reducida, en parte, a la alta 
heterogeneidad de los resultados obtenidos de análisis de expresión y cuantificación de 
miRNAs extraídos de diferentes muestras de pacientes, cultivos primarios y líneas 
celulares; así como, de la variabilidad generada por las condiciones experimentales 
frente al uso de diferentes técnicas y plataformas (microarreglos-Nanostring-qRT-PCR-
NGS), de la confirmación experimental de asociación funcional de un miR con su diana 
mRNA y de la limitada infraestructura y alto requerimiento computacional requerido en el 
análisis de datos masivos, que en conjunto, dificultan la identificación especifica de los 
miRNAs que participan en los fenotipos descritos en melanoma (Bemis et al., 2008; 
Bonazzi et al., 2012; Boyle et al., 2011; Mueller et al., 2009; Sand et al., 2013). Como 
consecuencia, las aproximaciones experimentales asociadas a la confirmación de un 
mRNA diana de un miRNA, sumado al insuficiente conocimiento de la biología de los 
miRNA y el grado de correlación de regulación miRNA-mRNA antes descrito, ha llevado 
a un número reducido de dianas mRNAs confirmadas experimentalmente (Bonazzi et al., 
2012; Leitao, Costa, & Enguita, 2014; Peterson et al., 2014).  
 
Por otra parte, el estudio de los miRNAs en melanoma cutáneo debe avanzar en la 
implementación de modelos que aparte de asociar los miRNAs diferencialmente 
expresados y sus blancos moleculares mRNAs, permita explorar redes moleculares y 
conexiones entre esos miRs y redes de genes, vías de señalización, microambiente y 
otros mecanismos de regulación (D. C. Bennett, 2015; Sarkar et al., 2015; A. Hunter 
Shain et al., 2015). Esta estrategia además de integrar otros factores (cambios genéticos, 
histopatológicos, clínicos y biológicos), facilitaría el planteamiento de modelos hipotéticos 
de la evolución y progresión tumoral centrados en miRNAs, lo cual tendría un impacto 
favorable en estrategias futuras de prevención, diagnóstico y tratamiento del melanoma.  
 
Una alternativa ha sido el uso de herramientas bioinformáticas para la identificación 
mediante el uso de predictores de los potenciales blancos moleculares de los miRNAs y 
la implementación de modelos en red, que incluyen estrategias de enriquecimiento 
funcional, redes de regulación génica (RRG), redes de co-expresión de miRNAs (RC-
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miR), estos análisis in silico, facilitan el planteamiento de nuevas hipótesis de trabajo 
experimental.  
Nuestro modelo experimental de células B16F1 expuestas a L-Tyr o BrdU es singénico, 
lo que reduce de forma significativa la alta heterogeneidad puesto que partimos de 
muestras que presentan el mismo contexto genético, por lo que la variabilidad 
presentada y los cambios en el fenotipo estarían condicionados en principio a sistemas 
de regulación epigenética en la que participan los miRNAs reportados en el capítulo dos 
de esta tesis. Se desconoce si en este modelo de supresión de crecimiento y 
pigmentación diferencial, existe una expresión coordinada de estos miRNAs y si sus 
potenciales blancos están o no asociados a los fenotipos descritos.  
 
El objetivo de este capítulo fue inferir redes genéticas de los miRNAs expresados, 
predecir las dianas moleculares de los diferencialmente expresados e identificar sus 
potenciales implicaciones sobre la proliferación celular y la pigmentación. 
3.1 Redes Biológicas 
Una característica común en eucariotas superiores son los múltiples escenarios de 
regulación entre miRNAs y sus genes diana (Leitao et al., 2014), en donde un grupo de 
miRNAs que se expresan diferencialmente en un proceso celular particular, ejercen 
regulación de diferentes dianas al mismo tiempo. Se ha comprobado que los niveles de 
miRNA cambian dinámicamente en el tiempo y sus cambios condicionan el estado 
funcional, el comportamiento y la coordinación de la célula (Bleazard, Lamb, & Griffiths-
Jones, 2015; Omer, Singh, Yadav, & Singh, 2015), sugiriendo que los miRNAs pueden 
desempeñar un papel dominante y coordinado en la regulación de la expresión génica. 
Este comportamiento pleiotrópico de miRNAs justifica su participación, como reguladores 
de ajuste, en la coordinación de muchos procesos celulares relacionados con el 
desarrollo, la diferenciación, el crecimiento, el metabolismo, tanto en condiciones 
fisiológicas como en las patológicas (Montañez, Rodríguez-Caso, & Bellés, 2013). 
Una alternativa para el estudio de estos múltiples escenarios es la construcción de redes 
biológicas. Una red biológica es la representación de la relaciones existentes entre los 
elementos o entidades del fenómeno de estudio biológico (Brohee, Faust, Lima-Mendez, 
Vanderstocken, & van Helden, 2008; Montañez et al., 2013; Volinia et al., 2010). Para 
modelar las relaciones entre las entidades se han propuesto diferentes niveles de 
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continuidad (variables continuas o discretas) y de estocasticidad (deterministas o 
probabilísticas). Una de las aproximaciones es la representación mediante teoría de 
grafos, un conjunto de objetos llamados nodos o vértices (las entidades que forman el 
sistema, por ejemplo, miRNAs- mRNAs), unidos entre sí mediante aristas, puentes, ejes 
o arcos que permiten representar las relaciones binarias entre elementos de un conjunto. 
Estos grafos pueden ser dirigidos, no dirigidos o ponderados en función del algoritmo 
usado en su construcción y la información que lo alimenta (Pei & Shin, 2012). 
La construcción de redes de miRNAs puede tomar por criterio la especificidad de la 
interacción entre miRNAs-mRNAs diana. Este tipo de red se define como un grafo que 
captura la relación por la cual miRNAs maduros controlan la traducción de mRNAs 
blancos, conocida como red de regulación génica (en adelante RRG). Considerando la 
naturaleza de la interacción miRNA-mRNA un grafo bipartito es una de las 
representaciones más comunes; en este gráfico se presentan dos conjuntos diferentes 
de nodos (miRNAs- mRNAs) y un conjunto de aristas (puentes) que capturan la 
interacción conforme a los algoritmos de predicción de blancos de mRNA por microRNA. 
Aquí los puentes entre dos miRNAs o entre dos mRNAs no están permitidos, más si, las 
relaciones indirectas que se puedan generar como consecuencia que diferentes 
microRNAs regulen a un mismo mRNA.  
Otra posibilidad, es la red de regulación multigrafo en el que miRNAs y mRNAs están 
conectados por dos tipos de aristas: interacciones específicas entre microRNA-mRNA e 
interacciones físicas entre las proteínas codificadas por esos mRNAs; o las que se 
incluyen interacción entre factores de transcripción, microRNAs y proteínas de unión a 
RNA que  permiten en conjunto regular diferentes mRNAs (Guzzi, Di Martino, Tagliaferri, 
Tassone, & Cannataro, 2015; Montañez et al., 2013; Q. Wu et al., 2015). Finalmente, 
está la construcción de redes exclusivamente a partir de datos de expresión de miRNAs 
o redes de co-expresión de miRNAs (en adelante RC-miR) (Volinia et al., 2010).  
Ahora bien, tanto el grafo bipartito como el multigrafo, comparten una topología 
densamente conectada favoreciendo caminos promedio en longitudes a pesar de la alta 
localidad (grado en el que los nodos en un gráfico tienden a agruparse juntos) en sus 
conexiones. La interpretación directa de estos patrones ha revelado un comportamiento 
del mundo pequeño (más adelante definida). Esta propiedad está de acuerdo con la 
hipótesis de un proceso de optimización en la regulación y en el flujo de información en 
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estructuras locales, donde los cambios se transmiten de forma rápida dentro de un 
sistema en el que los caminos más cortos permiten una coordinación rápida. La elección 
del tipo de representación depende del propósito del estudio en este capítulo se realizará 
la construcción de redes de regulación génica y redes de co-expresión de microRNAs. 
Independiente del tipo de grafo, se pueden analizar una serie de parámetros y 
propiedades. Dentro de los parámetros básicos se encuentran: i) conectividad: si para 
cada par de nodos hay al menos un camino que les une; ii) sub-grafo: es el conjunto de 
nodos dependientes de una red mayor; iii) paseo: secuencia de nodos seguida por una 
arista; iv) longitud: número de aristas del paseo; v) camino: paseo que no contiene nodos 
repetidos; vi) camino mínimo: el que presenta menor longitud; vii) orden: número de 
nodos de la red y viii) tamaño de la red: número de aristas de la red.  
La topología aplicada a la rama de la teoría de grafos desarrollada desde el campo de la 
mecánica estadística, comúnmente indica el patrón de organización de un grafo. La 
aplicación de este tipo de análisis a la red de regulación de miRNAs permite establecer 
algunas características notables que dan indicios sobre la lógica de las funciones de 
regulación celular. Las propiedades topológicas de una red pueden clasificarse en locales 
y globales. Dentro de las locales, se citan comúnmente el coeficiente de agrupamiento 
(establece el número de vecinos de un nodo y el número máximo de enlaces formados) y 
el grado de distribución de nodo (probabilidad de encontrar un nodo concreto); y 
globales, como por ejemplo, el coeficiente de agrupamiento medio (es el cociente entre el 
coeficiente de agrupamiento de cada nodo y el número total de nodos) (Brohee, Faust, 
Lima-Mendez, Sand, et al., 2008; Brohee, Faust, Lima-Mendez, Vanderstocken, et al., 
2008; Costa, 2007). 
Además de las propiedades citadas anteriormente, emergen otras tales como, la 
abundancia de motivos y patrones de comportamiento modular como descriptores de la 
organización topológica de la red. La modularidad es una medida que cuantifica la 
calidad de la partición de una red en módulos o comunidades; de forma tal, que se 
presenta un mayor número de conexiones entre los nodos al interior de un módulo, frente 
a los que se presentan entre los diferentes módulos de la misma red, con conexiones 
limitadas. La modularidad de redes se ha observado en enfermedades como el cáncer 
donde los miRNAs se encuentran diferencialmente expresados (Volinia et al., 2010). 
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Análisis topológicos de redes biológicas de regulación de miRNAs han mostrado la 
presencia de bucles de retroalimentación, en el que participan tanto factores de 
transcripción como microRNAs, estos últimos, actúan como estabilizadores del bucle de 
retroalimentación, resistiendo de este modo a las perturbaciones ambientales (X. Yu, Lin, 
Zack, Mendell, & Qian, 2008).  Por otro lado, el análisis de los perfiles de los motivos de 
una red ha demostrado la ocurrencia de dos clases de perfiles de miRNAs con 
propiedades topológicas diferenciales que serían dependientes del número de factores 
de transcripción involucrados. Una clase I donde se concentran varios factores de 
transcripción y una clase II regulada por pocos factores de transcripción. En las redes 
tipo II, los miRNAs pueden colaborar en el mantenimiento de la identidad, contribuyendo 
a la canalización de programas genéticos asociados al mantenimiento de la 
reproducibilidad fenotípica del desarrollo, diferenciación, crecimiento, metabolismo entre 
otros procesos (Inui, Martello, & Piccolo, 2010; X. Yu et al., 2008). 
3.2 Clasificación de las redes  
Como se expuso anteriormente, cada red presenta características topológicas 
específicas que caracterizan a su conectividad e influye altamente en la dinámica de los 
procesos ejecutados en la red. El análisis, la discriminación y la síntesis de redes 
complejas, se basan en el uso de medidas capaces de expresar las características 
topológicas más relevantes (Costa, 2007). El análisis topológico de redes ha permitido 
clasificar tres modelos de redes complejas: i) Redes aleatorias de Erdos-Rényi; ii) Redes 
de mundo pequeño de Watts y Strogatz y iii) Redes libres de escala de Barabási y Albert. 
3.2.1 El Gráfico aleatorio de Erdos y Rényi 
Sugiere que los sistemas pueden modelarse interconectando los nodos mediante enlaces 
distribuidos al azar, esta red presenta una distribución de Poisson en la que resulta difícil 
encontrar nodos con número mayor y menor de enlaces que la media. Este tipo de 
distribución la aleja de las redes reales, dentro de ellas, las biológicas, que tiene una 
distribución que tiende a mostrar patrones exponenciales (Costa, 2007).  
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3.2.2 Redes de mundo pequeño 
Muchas redes reales exhiben lo que se llama la propiedad de mundo pequeño, es decir, 
se puede llegar a la mayoría de los vértices desde los otros a través de un pequeño 
número de aristas. Esta característica se encuentra, por ejemplo, en las redes sociales. 
Otra propiedad de muchas redes es la presencia de un gran número de bucles de 
tamaño tres (coeficiente de agrupamiento), es decir, si el vértice i está conectado a los 
vértices j y k, existe una alta probabilidad que los vértices j y k estén conectados entre 
ellos. Las redes de Erdos y Rényi son redes de mundo pequeño pero con coeficientes de 
agrupamiento muy pequeños (Costa, 2007). Este modelo de mundo pequeño fue 
desarrollado por Watts y Strogatz, quienes mostraron que las redes de mundo pequeño 
son comunes en una variedad de ámbitos que van desde el sistema neuronal del C. 
elegans sistema neuronal hasta las redes de energía eléctrica. Este modelo se encuentra 
enmarcado en un conjunto finito ordenado y un gráfico que presenta al azar la propiedad 
de mundo pequeño y el coeficiente de agrupamiento alto. Watts y Strogatz demostraron 
que, en un régimen intermedio, tanto distancias cortas y un gran número de bucles están 
presentes (Amaral, Scala, Barthelemy, & Stanley, 2000). 
3.2.3 Redes libres de escala de Barabási y Albert 
El uso de bases de datos y análisis de distintos tipos de redes han permitido plantear que 
con independencia del sistema y de las entidades que los constituyen, la probabilidad de 
que un nodo interaccione con otro desciende siguiendo una curva de ley exponencial. 
Este tipo de redes se caracteriza por la inexistencia de un patrón que defina el grado de 
conexión; pero con una topología donde la distribución de grado muestra largas colas, 
implicando que sólo una pequeña proporción de nodos se encuentran altamente 
conectados de conexión entre nodos. Así aparece el modelo de red libre de escala, en 
donde su distribución de grado de nodo es exponencial negativa, contiene nodos poco 
conectados, aunque algunos nodos con un alto número de vecinos (denominados ―hubs‖) 
(Montañez et al., 2013; Santiesteban, 2012). 
Barabási y Albert mostraron que el grado de distribución de muchos sistemas reales se 
caracteriza por una distribución desigual y que, a diferencia de los vértices de los 
modelos de redes de mundo pequeño y aleatorio con patrón de conexión con grado 
característico, otra distribución de red libre de escala, presenta algunos vértices 
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altamente conectados, mientras que otros, tienen pocas conexiones, con la ausencia de 
un grado característico. El modelo de red Barabási-Albert (BA) tiene por premisas: el 
crecimiento y la conexión preferencial (Costa, 2007).  
La construcción de la red libre de escala comienza con la incorporación de un conjunto 
de vértices, en cada paso de la construcción, la red crece con la incorporación de nuevos 
vértices. Por cada nuevo vértice, nuevos puentes son insertados entre el nuevo vértice y 
algunos vértices previamente incorporados. Estos vértices que reciben los nuevos 
vértices son elegidos siguiendo una regla de unión preferencial lineal, que está definida 
como la probabilidad de que un nuevo vértice i se una a otro existente j es proporcional al 
grado j. Por lo tanto, los vértices más conectados tienen mayor probabilidad de recibir 
nuevos vértices. Esto se conoce como el paradigma "los ricos se hacen más ricos", 
ejemplo de este tipo de red es la internet. Tanto redes de mundo pequeño, como redes 
libres de escala  tienden a representar con frecuencia sistemas biológicos donde se 
analizan miRNAs y mRNAs (N. J. Martinez & Walhout, 2009; J. Xu et al., 2011). 
3.3 Métodos estadísticos multivariables para la 
selección de medición y clasificación de la red 
Diferentes enfoques matemáticos computacionales son usados en biología de sistemas 
para la construcción de redes, dentro de los que se destacan: i) Ecuaciones diferenciales 
ordinarias (ODES); ii) Redes de reacciones estocástica; iii) Redes Bayesianas; iv) Redes 
de Petri; v) Redes Booleanas; vi) Ecuaciones Diferenciales Parciales (PDEs); vii) 
Modelos Basados en Agentes (Mc Auley, Choi, Mooney, Paul, & Miller, 2015; Smith, Yu, 
Smulders, Hartemink, & Jarvis, 2006). La Tabla 3-1 describe cada uno de estos enfoques 
y relaciona algunas ventajas y desventajas. 
 
Sin embargo, estos múltiples enfoques responden a una necesidad común y es la 
presencia de posibles falsos positivos y falsos negativos cuando se trabaja con datos 
masivos de las diferentes Ómicas; o a la búsqueda de algoritmos avanzados cada vez 
más precisos que permitan encontrar conexiones significativas entre los datos de 
secuenciación masiva y representar fielmente las complejas dinámicas de los sistemas 
biológicos. Entre los algoritmos usados en los últimos años para análisis de microRNAs, 
en particular en búsqueda de potenciales sub-redes está el enfoque del árbol de Steiner, 
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la inferencia de redes a partir de la expresión génica y alineación de redes (Tuncbag et 
al., 2013).  
 
Tabla 3-1 Principales enfoques matemáticos para la construcción de redes.  
Traducido de Mc Auley, M.T., et al., Systems Biology and Synthetic Biology: A New 
Epoch for Toxicology Research. Advances in Toxicology, 2015. 2015: p. 14. 
http://dx.doi.org/10.1155/2015/575403.  Autorizada su traducción y reproducción por 
Editor: Hindawi Publishing Corporation y Autores. 
ENFOQUE 
MATEMÁTICO 





Es el enfoque rutinario generalmente 
utilizado para modelar sistemas 
biológicos, trata los sistemas 
biológicos como una serie de 
reacciones basadas en ecuaciones, y 
asume que las reacciones son 






su uso es bien 
entendido. 
No se puede modelar la 





Se ocupa de la estocasticidad al 
representar las reacciones como 
colisiones moleculares aleatorias 
discretas.  Importante cuando el 
número de moléculas es bajo.  Usa el 











Las redes bayesianas son un tipo de 
redes de grafos probabilísticos, donde 
cada nodo dentro del grafo representa 
una variable.  Los nodos pueden ser 
discretos o continuos y están 
conectados a una función de densidad 
de probabilidad, la cual es dependiente 
de los valores de entrada de los nodos. 
Útil para representar 
la variabilidad de los 
sistemas biológicos. 
Limitado cuando se trata de un 
modelamiento por 
retroalimentación (situación 
mejorada por la incorporación 
de redes bayesianas 
dinámicas). 
REDES DE PETRI 
Las redes de Petri son un grafo 
bipartito dirigido, con dos tipos de 
nodos, llamados lugares y 
transiciones.  Los lugares y 
transiciones están conectados vía 
arcos o flechas.  Cada lugar contiene 
un número de "tokens‖ el cual es un 
pariente de un número de moléculas 
bioquímicas, cada arco tiene un peso 
que determina cuantos tokens se 
necesitan para una transición a través 
de él. Los arcos solo conectan lugares 
hacia nodos de transición y viceversa.  
En redes de genes, los lugares  
representan genes y los nodos de 
transición representan redes de 
Las redes de Petri 
son intuitivas. 
Una limitación desde el punto 
de vista biológico radica en que 
están restringidas a 
modelamientos de pequeñas 
redes.  Derivan de cinética 
bioquímica por lo que podrían 










Las redes Booleanas se componen de 
nodos que pueden estar en un estado 
prendido o apagado.  La dinámica de 
este modelo está representada por una 
serie de pasos de tiempo, con el 
estado de cada variable Booleana 
siendo actualizada en función del 
tiempo.  Los modelos Booleanos al 
igual que las redes de Petri son 
regularmente empleados para 
examinar redes regulatorias de genes. 
La  utilidad reside en 
su capacidad para 
representar redes 
genéticas vía 
respuestas "ON / 
OFF" 
Las redes Booleanas están 
limitadas ya que la red no trata 
con mecanismos biológicos o 
cinética bioquímica. Es un 
modelo discreto sincrónico 
donde todos los genes cambian 






Las Ecuaciones diferenciales parciales 
son funciones multivariables con 
derivadas parciales.  No son ubicuas 
como los modelos ODE. 




Computacionalmente intensivas  




Un método basado en reglas que 
emplea conjunto de agentes 
independientes cuyo comportamiento 
se sustenta por simples reglas. Esos 
agentes son capaces de interactuar 
unos con otros a través del espacio y 
del tiempo 
Útil para representar 
aspectos temporales 
y espaciales de los 
sistemas biológicos. 
La principal desventaja de este 
enfoque radica en el reto 
asociado con el estudio de la 
interconectividad  entre las  
reglas de la gente y las 
dinámicas  de los sistemas 
biológicos. 
 
Los modelos de red, por otro lado, se pueden entender más fácilmente mediante el uso 
de nodos y enlaces, que representan las variables y las relaciones entre ellas. Los 
algoritmos que se utilizan en su construcción capitalizan este conocimiento codificado 
para aumentar su eficiencia en el proceso de modelado y precisión en su rendimiento 
predictivo. En diferentes contextos se ha demostrado la capacidad de los algoritmos de 
inferencia de las redes bayesianas dinámicas para inferir redes de regulación 
transcripcional desde datos de expresión génica de microarreglos (Smith et al., 2006). 
Las redes bayesianas permiten modelar interacciones estocásticas, combinatorias y 
multifactoriales lineales o no lineales y solamente presenta dependencia estadística si 
esas variables han sido medidas u observadas. 
 
Sin embargo, la búsqueda reciente de potenciales sub-redes basados en el enfoque del 
árbol de Steiner, ha facilitado la construcción de grafos que representan redes de 
regulación génica postranscripcional con microRNAs, bajo un patrón libre de escala, en 
donde la distribución de grado de nodo es exponencial negativa, contiene nodos poco 
conectados, aunque algunos nodos con un alto número de vecinos (denominados ―hubs‖) 
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(Montañez et al., 2013). Vale la pena señalar que miRNAs y mRNAs no tienen el grado 
de distribución idéntica. Como ya se mencionó, los miRNAs tienen valores en mayor 
grado que los mRNA con una razón 8:1 respectivamente, sugiriendo que los miRNAs 
pueden reconfigurar la red genética a nivel del sistema (Kanitz & Gerber, 2010; Murray et 
al., 2010). 
3.4 Construcción de redes de co-expresión de miRNAs 
(RC-miR) 
Una biología molecular que opera en red, plantea la necesidad de explorar nuevos 
modelos de configuración coordinada entre los actores de esa red. Para el caso de una 
regulación postranscripcional mediada por miRs, se tiene por hipótesis, que un perfil de 
expresión diferencial obtenido tras evaluar dos condiciones experimentales particulares, 
es consecuencia de una acción controlada, dirigida y coordinada de expresión de los 
miRNAs en dicha red, y por ende, el control dinámico ejercido, será función de la 
expresión coordinada de conjuntos de miRNAs y sus efectos cooperativos, sinérgicos o 
aditivos en el control que ejerzan sobre las dianas moleculares (genes) comunes y sobre 
los procesos celulares que controlan, más que por el efecto que individualmente presente 
cada uno de ellos.  
 
Aunque es insipiente la implementación de algoritmos y la representación de modelos en 
red de co-expresión para datos de expresión de miRNAs obtenidos a partir de 
secuenciación de pequeños RNAs (small RNAseq), se han adaptado tanto recursos 
bioinformáticos, como algoritmos previamente usados en análisis de expresión diferencial 
de genes (Leal, Lopez, & Lopez-Kleine, 2014; Lopez-Kleine, Leal, & Lopez, 2013). Este 
tipo de estrategias implica la construcción de una matriz de expresión a partir de la cual, 
se calcula una medida de distancia, como los coeficientes de correlación de Pearson 
(para datos paramétricos) y Spearman (para datos no paramétricos); o medidas de 
similitud (información mutua); esta última, responde a una expresión de secuencias 
obtenidas por RNA seq y small RNAseq que no exhiben una relación lineal y que al estar 
definidos como valores discretos (conteos), requieren de una discretización de la 
expresión en cada uno de los experimentos. La discretización en información mutua se 
realiza con el método ―Frecuencia igual‖, que consiste en dividir el intervalo [a, b] (donde 
a y b corresponden al mínimo y al máximo de expresión génica respectivamente) en p 
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intervalos con la misma frecuencia, pero no necesariamente con la misma longitud, este 
método es uno de los más efectivos de discretización (Meyer, Lafitte, & Bontempi, 2008).  
 
Una vez obtenidas las matrices de similitud se identifica el umbral con el cual se define 
cada una de las matrices de adyacencia (  ), para ello, se construye un gráfico donde se 
observan las diferencias entre los coeficientes de agrupamientos observados y los 
coeficientes de agrupamientos esperados para una red aleatoria (eje y) en diferentes 
umbrales (eje x). El criterio para seleccionar el umbral (    es el análisis de los máximos 
en la gráfica, es decir, se toma como umbral, el punto en el cual la diferencia entre el 
coeficiente de agrupamiento observado y el coeficiente de agrupamiento esperado para 
una red aleatoria sea mayor. Con el umbral (    previamente definido, se construyen las 
matrices de adyacencia (  ) de la siguiente forma: 
 
{
   (                          
   (             (            
   (                         
 
 
Donde    (   y     (    corresponden a la componente ij de las matrices de similitud (  ) y 
adyacencia (  )  respectivamente del experimento k. Posteriormente, la red de co-
expresión es construida con base en la matriz    donde los datos del               se 
conecta con el               si y sólo si    (    . Finalmente se procede a visualizar la 
red, así como,  estimar las propiedades de las redes de co-expresión obtenidas y los 
potenciales agrupamientos o clusters generados (Leal et al., 2014; Lopez-Kleine et al., 
2013; Yepes et al., 2016).  
3.5 Predicción de dianas moleculares (mRNAs) de 
miRNAs 
Pese al vacío en el conocimiento de la biología de los miRNAs y del número limitado de 
dianas confirmados experimentalmente (Leitao et al., 2014; Peterson et al., 2014), ha 
sido posible desde el uso de herramientas bioinformáticas que utilizan diferentes 
algoritmos de  predicción, avanzar en el establecimiento de las dianas moleculares de 
miRNAs diferencialmente expresados (Ekimler & Sahin, 2014; Hamzeiy et al., 2014; Min 
& Yoon, 2010; Peterson et al., 2014; Watanabe et al., 2007). Dentro de los predictores 
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más usados se encuentran TargetScan, miRWalk 3.0, Miranda, PicTar, DIANA MicroT y 
RNA hybrid. 
 
Para la predicción de dianas moleculares de los miRNAs, se han desarrollado algoritmos 
que utilizan diversos criterios de búsqueda, dentro de las que se destacan el 
alineamiento y comparación de secuencias 3´UTR de miRNAs con las secuencias de 
mRNAs registradas (lo que incluye: i) Secuencia semilla: Longitud de la hibridación entre 
el miRNA y su mRNA bajo condiciones de apareamiento Watson-Crick y ii) Calidad de la 
hibridación: total coincidencia o con malos apareamientos); conservación, refiere al 
mantenimiento de una secuencia de miRNA a través de las especies, de forma tal que es 
posible correlacionar miRNAs altamente conservados con mRNAs experimentalmente 
validados en otras especies. 
 
Generalmente se concentra en análisis de regiones 3´UTR o 5´UTR, o en el análisis de 
regiones promotoras tanto del miRNA como del mRNAs; Energía libre de Gibbs (G), 
utilizada como una medida de la estabilidad del sistema biológico, para el caso, unión 
miR-mRNA diana, mediante análisis termodinámico asociado a las diferencias de la 
energía libre durante una reacción (ΔG) es posible determinar la estabilidad de unión 
entre un miRNA y su potencial blanco molecular diana; accesibilidad al sitio, criterio 
termodinámico que tiene presente la estructura secundaria del mRNA diana y por ende 
asocia la entropía (S) o grados de libertad generada por la molécula a su interacción 
física con el miRNA, evaluando la energía requerida para provocar el desplegamiento del 
mRNA y su posterior hibridación con el miRNA; y máquinas de aprendizaje, sistemas que 
se basan en máquinas de vectores de soporte que generan un modelo de predicción 
basado en datos de entrenamiento suministrado, bastante eficiente dependiendo del 
conjunto de datos de entrenamiento que pueden incluir conjunto de datos tanto falsos 
positivos y falsos negativos.  
 
Otros criterios menos usados, son abundancia del sitio diana, que evalúa la frecuencia de 
encontrar la semilla en la región 3´UTR; y contenido local de AU flanqueando el sitio 
semilla del miRNA (Agarwal et al., 2015; Dweep & Gretz, 2015; Ekimler & Sahin, 2014; 
Hamzeiy et al., 2014; Leitao et al., 2014; Peterson et al., 2014).   
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3.6 Estrategias de enriquecimiento funcional para RRG 
Adicional a la predicción de blancos moleculares de los miRs, existen otras estrategias 
como el análisis de enriquecimiento funcional para los modelos en red de regulación 
génica que vinculan los miRNAs (nodos) con sus dianas (mRNAs) en diferentes procesos 
celulares. Para este análisis se requiere el uso de recursos como las vías de señalización 
KEGG (enciclopedia de genes y genomas de Kioto), GO (ontología génica), DAVID, 
Reactome, entre otros (J. Y. Li, Zheng, Wang, & Hu, 2016).  
Esta aproximación in silico, permite identificar las potenciales implicaciones de la 
expresión diferencial de los miRs sobre procesos como la proliferación celular y la 
pigmentación, foco de atención de esta tesis. La implementación de la estrategia, 
requiere que previó al análisis por GO o vías de señalización KEGG, se cuente con el 
listado de los miRNAs diferencialmente expresados y de sus potenciales blancos 
(genes); de forma tal que se visualicen los términos seleccionados en una red de 
anotación agrupada funcionalmente y se muestren las relaciones entre los términos 
basados de los miRNAs (nodos) con conjuntos de sus dianas (mRNAs) en los procesos 
celulares (Dweep & Gretz, 2015; Guzzi et al., 2015; Leitao et al., 2014; J. Li et al., 2014; 
Q. Wu et al., 2015).  En general, el tamaño de los nodos tiende a reflejar la significancia 
estadística de los términos y el grado de conectividad entre ellos los puentes.  
 
Los análisis de enriquecimiento funcional con mayor frecuencia en uso son GO y KEGG. 
Mientras el análisis mediante categorización de ontología génica (GO) permite describir 
el gen en términos de la función molecular de los productos génicos; su rol en los 
procesos biológicos; y su localización en componentes celulares (Bleazard et al., 2015); 
el análisis por KEGG, hace uso de un conjunto de recursos para identificar vías de 
señalización molecular y funciones a multi-nivel de diferentes sistemas biológicos (célula, 
el organismo y el ecosistema), facilitando la ubicación funcional de las relaciones miRNA-
mRNA en el contexto de red. 
 
Una vez identificadas las vías de señalización o las ontologías, el enriquecimiento 
requiere la aplicación de un estadístico, como el test hipergeométrico, que establece la 
probabilidad que ese patrón de vinculación descrito, se mantenga de forma exclusiva al 
comparase con una red del mismo tamaño y construida de forma aleatoria con los 
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mismos integrantes de la red (Bleazard et al., 2015; Fan & Xia, 2018). Para ello, se utiliza 
un algoritmo de muestreo simple en el que el test estadístico genera la distribución 
empírica de la cantidad de genes diana de los miRNAs en términos de GO o KEGG y 
devuelve los valores de significancia p para el enriquecimiento, junto con la puntuación 
para los miRNAs cuyas dianas estén asociadas a los procesos blanco de estudio.  
3.7 Inferencia de redes genéticas de miRNAs en el 
modelo de supresión de crecimiento y pigmentación 
diferencial inducido por la L-Tyr y la BrdU 
 
En esta sección se procede a relacionar los métodos usados para el enriquecimiento 
funcional por vías de señalización KEGG, la predicción de dianas moleculares por 
TargetScan mouse 7.1, la construcción de las redes de regulación y de co-expresión de 
miRNAs en este modelo. 
3.7.1 Materiales y métodos 
 Predicción de blancos moleculares (mRNAs) de microRNAs por TargetScan 
Mouse 
Se seleccionaron como blancos moleculares algunos genes (mRNAs), que tuvieran 
reporte previo de cambios en su expresión en modelos de disminución del crecimiento y 
pigmentación diferencial inducidos por L-Tyr o BrdU con células B16F1 u en otros 
modelos celulares. Para cada gen y usando TargetScanMouse 7.1, se realizó la 
predicción de todos los potenciales microRNAs que pudieran tener a ese gen como 
blanco molecular. El reporte generado, fue filtrado utilizando el listado de los miRNAs con 
expresión diferencial obtenidos por DESeq2 (Agarwal et al., 2015). 
 Construcción de redes de Co-expresión para miRNAs (RC-miR) 
En la construcción RC-miR se utilizó la metodología propuesta previamente, todo en 
código R (Leal et al., 2014). La construcción de estas redes inició con la construcción de 
una matriz de similitud, seguido de la selección del umbral de similitud y la construcción 
de una matriz de adyacencia, para finalmente ser graficados los agrupamientos 
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generados. Dado que la relación entre los miRNAs refleja una tendencia no lineal, el 
cálculo de la matriz de similitud de cada una de las matrices de expresión se hizo con el 
criterio de información mutua (IM), debido a que ―la información mutua es capaz de 
detectar correlaciones no lineales que son indetectables para otras métricas como el 
coeficiente de Pearson‖ (Numata, Ebenhoh, & Knapp, 2008). Dado que la información 
mutua está definida para valores discretos, fue necesario realizar una discretización de 
los datos de expresión normalizados, en este caso se utilizó el método ―Equal 
Frequency‖, finalmente los valores fueron ajustados a un coeficiente de correlación para 
valores entre [0,1] (Mendes, 2003). Usando el coeficiente de información mutua como 
métrica de similitud y la matriz de expresión que incluía los conteos normalizados del 
Small RNA-seq para los miRNAs con expresión diferencial encontrados en las células 
B16F1 expuestas o no a L-Tyr o BrdU, se construyeron 6 matrices de similitud 
expresados en bloque o por grupos: sobre o sub-expresados. 
 
Para construir la matriz de adyacencia se estableció un umbral de similitud desde el cual 
se consideró que la correlación (similitud) entre dos miRNAs era significativa. Este 
umbral se seleccionó comparando el coeficiente de agrupamiento de la red obtenida (C 
(    y el coeficiente de agrupamiento esperado para una red aleatoria (Co (    , con 
distintos valores de (tao) τ entre 0.01 y 0.99 (Ecuación 3-1) (Henao JD, 2019; Leal et al., 
2014). 
 
                                       (      (        (        (           3-1 
 
Como las RC-miR son redes no dirigidas se generó un matriz de adyacencia (A), que 
indicaba cuáles eran los nodos que se conectaban y se componen únicamente de unos y 
ceros que se generaron siguiendo la ecuación 3-2. 
 
                                                                                     3-2 
 
Utilizando la librería igraph en R, se logró la visualización de la red y los grafos obtenidos 





El Código en R usado en la construcción de las redes de co-expresión de miRNAs en 
células B16F1 expuestas al aminoácido L-Tyr 5 mM o al análogo de la timidina la 5-















##### Ubicacición de la carpeta donde están los archivos L-TYR1, BRDU1 y L-TYR-BRDU1### 
setwd("~/Desktop/UN/Genomica/Mauricio")                                             # 
setwd("C:/Users/MITO/Desktop/REDES COEXPRESION/Redes")                              # 
 
 
#Construcción de la red de co-expresión de miRNAs##  
 
##### L-Tyr-DOWN vs Células B16 control####### 
 
remove(list=ls()) 
LTDown=read_excel("./L-TYR1.xlsx",sheet = "DOWN2");LTDown=LTDown[-c(18),] 
LTDown=data.frame(LTDown,row.names = LTDown$microRNA) 
LTDown=LTDown[,-c(1)] 
matplot(t(LTDown[,]), type="l",xlab="Muestras",ylab="Nivel de expresión",las=1) 





ggplot(s1, aes(x=s1[,1])) +geom_histogram(breaks=seq(0, 1, by = 0.05),  
                                          col="black",  
                                          fill="steelblue3",  
                                          alpha = 1) +  
  labs(title="L-TYR_Down") + 
  labs(x="IM", y="Frecuencia") +  
  theme(plot.title = element_text(size=rel(1.1), vjust=2,lineheight=1.5,hjust=0.5)) 
n=nrow(S1) 
#Crea un vector que guarda los coeficientes de agrupamiento locales (Ci) por cada valor de tao: 
C=matrix(nrow=n, ncol=100) 
#Crea un vector que guarda el grado de nodo de cada gen (ki) por cada valor de tao: 
K=matrix(nrow=n, ncol=100) 




#Calcula el grado de nodo (ki) y el coeficiente de agrupamiento local (Ci) por cada valor de tao: 
for(tao in ltaos){ 
  print(tao) 
  ##Matriz de adyacencia: 
  A=matrix(0,nrow=n,ncol=n)     
  ##Completa la matriz de adyacencia usando la función de adyacencia: 
  for(i in 1:n){   
    A[which(S1[,i]>=tao),i]<-1 
    A[which(S1[,i]<tao),i]<-0 
  } 
  ##Transforma la matriz A en un objeto igraph: 
  A=graph.adjacency(A,mode="undirected",diag=FALSE) 
  ##Calcula el Ci de los nodos: 
  Cv=transitivity(A,type="local") 
  ##Calcula el ki de los nodos construídos: 
  Kv=degree(A,loops=FALSE) 
  ##Guarda Ci y ki en los vectores C y K respectivamente: 
  K[,round(tao*100,0)]<-Kv 
  C[,round(tao*100,0)]<-Cv 
} 
#Calcula el coeficiente de agrupamiento de la red (Co) y el coeficiente de agrupamiento esperado 
para una red aleatoria (Cr), a distintos valores de tao: 
##Define vectores que guardan los coeficientes: 
Cr=Co=rep(0,100) 
##Para cada valor de tao: 
for(i in round(ltaos*100,0)){   
  gn<-which(K[,i]>=1)#Posición de los genes conectados en la red 
  kn=length(gn)#Número de nodos en la red 
  k1=1/kn*sum(K[gn,i])#Variable en ecuación 3 (Ver Elo et.al. 2007) 
  k2=1/kn*sum(K[gn,i]^2)#Variable en ecuación 3 (Ver Elo et.al. 2007) 
  Co[i]=((k2-k1)^2)/(kn*k1^3) #Coeficiente de agrupamiento esperado para una red aleatoria 
  if(kn==0){Co[i]=0}#Si no hay nodos conectados: Co=0 
  gn<-which(K[,i]>1)#Posición de los genes con k1>1. 
  kn=length(gn)#Número de genes con más de una arista en la red 
  Cr[i]=1/kn*sum(C[gn,i])#Coeficiente de agrupamiento observado en la red. 
  if(kn==0){Cr[i]=0}#Si no hay nodos conectados: Cr=0 
} 





A=matrix(0,nrow=n,ncol=n)     
 
#Completa la matriz de adyacencia usando la función de adyacencia: 
for(i in 1:n){   
  A[which(S1[,i]>=tao),i]<-1 







#Crea objeto igraph: 
A=graph.adjacency(A,mode="undirected",add.colnames=NULL,diag=FALSE) 
V(A)$frame.color <- "white" 
V(A)$color <- "steelblue3" 
E(A)$color<-"gray47" 







Con el mismo racional, se construyó el mismo código en R para las otras redes de co-
expresión, cambiando los archivos de entrada por los siguientes: (L-Tyr-UP vs células 
B16F1 control; BrdU –Down vs células B16F1 control; BrdU-UP vs células B16F1 control; 
BrdU vs L-Tyr_Down; BrdU vs L-Tyr Up) 
 Redes de regulación y enriquecimiento funcional 
Para la construcción de modelos de redes de regulación se utilizó miRNet, una 
herramienta web de acceso libre basada en redes (https://www.mirnet.ca/) que integra 
múltiples herramientas estadísticas, minería de datos y sistemas de visualización para el 
estudio integrado de la interacción miRNA-objetivo (Fan et al., 2016; Fan & Xia, 2018). 
Además de la implementación de una interfaz flexible para filtrar, refinar y personalizar 
los datos durante la creación de la red, miRNet contiene un sistema de visualización de 
redes con la posibilidad de análisis de enriquecimiento funcional por vías de señalización 
KEGG. La herramienta fue alimentada con los ID de los miRNAs sobre o sub-expresados 
por exposición a L-Tyr o BrdU y para el enriquecimiento funcional se utilizaron las vías de 
señalización KEGG con un análisis estadístico de una prueba hipergeométrica. 
3.7.2 Resultados 
 Modelos en red de regulación génica de los miRNAs diferencialmente expresados 
y enriquecimiento funcional 
Los miRNAs descritos en el capítulo anterior de esta tesis, se han asociado de forma 
independiente a procesos celulares en melanoma, sin embargo, poco se sabe sobre el 
efecto que tendrían en conjunto y a través de sus potenciales dianas moleculares en el 
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mantenimiento del fenotipo inducido por la L-Tyr o BrdU. Utilizando la aplicación web 
miRNet y el listado de los miRNAs diferencialmente expresados para cada grupo 
experimental, presentados en el capítulo 2 (Tabla 2-1, 2-2 y 2-3), se construyeron 
potenciales modelos de redes de regulación génica (RRG) entre los miRNAs y sus genes 
putativos y se realizó un análisis de enriquecimiento funcional por vías de señalización 
KEGG (Figura 3-1). 
 
En células expuestas a L-Tyr, el enriquecimiento reveló un total 269 vías KEGG, 2641 
hits y 1458 nodos; de los cuales, 36 vías con 828 hits aprobaron el test hipergeométrico 
(Figura 3-1A; Anexo B Tabla suplementaria 2). Al analizar las 36 vías KEGG de la red de 
regulación obtenida por exposición a L-Tyr, el enriquecimiento funcional mostró una 
coherencia que involucra procesos puntuales en cáncer, des-regulación de miRNAs, 
alteración  del metabolismo central del carbono y potencial compromiso de diferentes 
vías como PI3K-Akt, mTOR, Wnt, MAPK, HIf1α, Jak-STAT, p53, entre otras, asociadas a 
la diferenciación celular, al control de procesos metabólicos (síntesis de proteínas, 
metabolismo de carbohidratos, lípidos) y control de la proliferación, muerte y 
supervivencia celular (Anexo B Tabla suplementaria 2), sugiriendo que la exposición por 
72 horas a la L-Tyr, genera en las células B16F1 de melanoma la activación de una 
respuesta por posible estrés metabólico, que se ve reflejado en una configuración 
particular de perfil de expresión de microRNAs y, por ende, de la regulación sobre 
múltiples blancos (genes) que participan en dichas vías metabólicas. 
 
Ya en células expuestas a BrdU, se encontró 256 vías KEGG, 1560 hits y 962 nodos; 11 
vías y 169 hits con significancia estadística (Figura 3-1B; Anexo B Tabla suplementaria 
3). De estas vías, p53, FoxO, apoptosis, Jak-STAT y alterada regulación transcripcional 
en cáncer, estarían relacionadas al fenotipo inducido por exposición a BrdU, lo que 
sugiere una activación de vías de señalización por estrés genotóxico encaminadas 
finalmente al control del ciclo celular, senescencia y proliferación. Si bien los modelos de 
RRG por exposición a L-Tyr o BrdU muestran un patrón de red libre de escala con un 
número pequeño de miRNAs altamente interconectados (nodos hub) (Figura 3-1B, D), las 
configuraciones moleculares, muestran un número pequeño de coincidencias que se 
refleja en las vías de señalización y genes comunes. Para establecer la existencia de 
otros patrones en red para el conjunto de miRNAs que presentaron cambios en su 
expresión, se revisó la red de regulación génica construida para los miRNAs 
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diferencialmente expresados en células expuestas a BrdU con respecto a L-Tyr (Figura 
3-1F); la red generada, contenía un total de 255 vías KEGG, 1671 hits y 903 nodos; de 
los cuales, 21 vías con 337 hits aprobaron el test hipergeométrico (Figura 3-1C; Anexo B 
Tabla suplementaria 4). Para este caso, se observaron otras vías implicadas en el control 




Figura 3-1 Las células B16F1 inducidas a pigmentación diferencial y disminución en la 
proliferación muestran cambios en la expresión de miRNAs y junto a sus dianas 
moleculares, conforman potenciales redes de interacción génica 
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A, C, E. Análisis de enriquecimiento funcional por vías de señalización KEGG de las 
potenciales interacciones entre los miRNAs diferencialmente expresados y sus dianas 
moleculares en un modelo de red, para exposición de las células de melanoma a L-Tyr 
(A), BrdU (C) y BrdU con respecto a L-Tyr (E). B, D, F. Construcción de un modelo en red 
de regulación génica (RRG) con las potenciales interacciones entre los miRNAs 
diferencialmente expresados y sus dianas moleculares en células B16F1 expuestas por 
72 horas a L-Tyr (B), BrdU (D) y BrdU con respecto a L-Tyr (F). Las vías de señalización 
KEGG relacionadas fueron consideradas como estadísticamente significativas para un 
valor p<0.05 posterior a la aplicación de una prueba hipergeométrica. 
 
En el anexo B, se relaciona con detalle cada una de las vías de señalización y los hits 
(genes) asociados que tienen potencial de regulación por parte de los miRNAs 
diferencialmente expresados para este modelo y que pasaron el test hipergeométrico con 
significancia estadística p<0.05. 
 Predicción de potenciales blancos moleculares de los miRs diferencialmente 
expresados asociados al control de la proliferación, senescencia y pigmentación 
Con el objetivo de establecer otros posibles blancos moleculares para el conjunto de 
miRNAs que mostraron cambios en su expresión, descritos en las Tablas 2-1, 2-2 y 2-3, 
se utilizó el predictor TargetScan mouse. Para reducir el plano muestral, se tuvo por 
criterio, aquellos genes que por antecedentes presentaran reportes de alteración en su 
expresión para este modelo, o genes en general que tuvieran amplia evidencia 
experimental de asociación funcional entre su expresión diferencial y el control de la 
proliferación, senescencia y/o pigmentación. Frente al control de la proliferación, se tomó 
como referencia a la ciclina CCnd1, las quinasas dependientes de ciclinas (Cdk2 y Cdk4) 
y el inhibidor de las Cdk´s p21cip1, puesto que participan en la regulación del ciclo celular 
en la transición de G0/G1, S y G2/M y han sido previamente reportadas en este modelo 
(Strasberg Rieber & Rieber, 1995) o en otros estudios en melanoma (Bunz et al., 1998; 
Du et al., 2004; Rieber & Strasberg Rieber, 1998; Sestakova, Ondrusova, & 
Vachtenheim, 2010), así que podrían explicar los cambios relatados en la Figura 1-1E del 
primer capítulo de esta tesis. Si bien estos genes también están relacionados con la 
senescencia celular, se incluyeron otros potenciales blancos en el análisis de este 
fenotipo, como fue la proteína de retinoblastoma (Rb1), los miembros de la familia de 
factores de transcripción E2F (2 y 3), Atm y Foxm1; se obvio a p16Ink4a porque está 
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truncada en las células B16F1 (Melnikova, Bolshakov, Walker, & Ananthaswamy, 2004). 
En lo que refiere a pigmentación se concentró el análisis en la melanogénesis y, por 
ende, el factor de transcripción asociado a microftalmia (Mitf) y los genes Tyr, Tyrp1 y 
Dct. 
 
Figura 3-2 Conjuntos de miRNAs presentan patrones coordinados de expresión en el 
modelo de pigmentación diferencial y reducción de la proliferación inducidos en células 
B16F1 de melanoma 
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Conjuntos de miRNAs sobre y sub-expresados y sus potenciales genes candidatos 
asociados al control del ciclo celular y senescencia (A) y a melanogénesis (B) usando la 
herramienta TargetScanMouse versión 7.1. C. Redes de co-expresión a partir de conteos 
normalizados de Small RNA-Seq para los miRNAs sobre y sub-expresados de células 
B16F1 expuestas a L-Tyr o BrdU. 
 
El análisis de predicción (Figura 3-2A-B) mostró grupos de miRNAs al alta y a la baja con 
potencial de regulación sobre un mismo blanco molecular; se presentaron tanto blancos 
comunes para ciertos miRs, como miRs específicos para genes tanto en control de la 
proliferación, senescencia y melanogénesis, siendo más coincidentes el hallazgo de 
miRs comunes para control de ciclo celular y la senescencia frente a melanogenesis.  
 
A modo de ejemplo, los miRNAs miR-129-5p y miR-30d-5p tuvieron como blanco común 
a Cdk4, p21, E2F2; mientras que miR-27b-3p a Foxm1, Mitf, Tyr y Tyrp1. Entre tanto 
combinaciones de miR-211-5p y miR-129-5p se encontraron para blancos moleculares 
como p21 y atm. De otro lado, en este modelo de predictor el miR-149-5p expresado al 
alta por exposición a L-Tyr, tiene como potencial blanco a CCnd1, Cdk2, p21, Mitf y Tyr, 
genes que participan tanto en el control del ciclo celular como en la melanogénesis. En 
todos los casos, el predictor mostró un número mayor de miRNAs expresados al alta con 
respecto a los expresados a la baja por exposición a BrdU, un patrón que no se encontró 
para la exposición a L-Tyr, en donde se tenían tanto miRs al alta y a la baja, como sólo 
miRs al alta. Lo anterior sugiere que es el conjunto de miRNAs y su expresión, más no 
necesariamente el efecto individual, lo que determina en términos globales la acción de 
control coordinada de los miRs sobre un mismo blanco molecular.  
 Redes de regulación (RRG) y redes de Co-Expresión (RC-miR) 
Con el propósito de identificar una posible expresión coordinada de microRNAs, se utilizó 
el algoritmo para la construcción de RC-miR. Se construyeron 6 matrices de expresión 
que incluían los conteos normalizados del small RNAseq para los miRNAs sobre y sub-
expresados encontrados en las células B16F1 tras 72 horas de exposición con L-Tyr o 
BrdU. Como se describe en el Anexo C, Figura suplementaria 1, se encontró que la 
relación entre los niveles de expresión de los miRNAs a lo largo de las muestras 
mantiene un comportamiento no lineal, así que se usó información mutua como medida 
de similitud, debido a que, como se indicó en la sección de métodos, es capaz de 
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detectar correlaciones no lineales que son indetectables para el coeficiente de Pearson o 
Spearman. Para construir la matriz de adyacencia, se estableció un umbral desde el cual 
se consideró que la correlación (similitud) entre dos miRNAs era significativa (Anexo C, 
Figura suplementaria 2). Dado que las RC-miR fueron concebidas como redes no 
dirigidas, bastó con generar una matriz de adyacencia que indicaba los nodos que se 
conectan. 
 
Como se observa en la Figura 3-2C, en células expuestas a BrdU se identificaron 9 
agrupamientos de miRNAs, dos de ellos (miR-129-3p, miR-99b-5p, miR-378-3p y miR-
30d-5p) y (miR-129-5p, miR-21a-5p y miR-335-3p) a la alta que conforme a lo obtenido 
por TargetScan,  tendrían por blanco común al factor E2F2, el agrupamiento miR-455-3p, 
miR-29c-3p y miR-335-5p sobre p21 y el agrupamiento miR-29c-3p y let-7e-5p sobre 
Ccnd1 (Figura 3-2A). Mientras que para miRNAs sub-expresados se encontró el 
agrupamiento let-7a-5p y let-7b-5p que tendría como blanco putativo a Tyr, Ccnd1, Cdk4, 
E2F2, E2F3, Rb1. 
 
En células expuestas a L-Tyr, se encontraron 10 agrupamientos, de los cuales, fue 
coincidente con BrdU, encontrar al alta al agrupamiento miR-129-3p, miR-99b-5p y miR-
30d-5p; y el agrupamiento miR-211-3p, miR-149-5p y miR-129-5p que tienen por blanco 
a p21. Como posibles reguladores para Ccnd1, se encontró dos agrupamientos: uno con 
miRNAs sobre-expresados (miR-149-5p y miR-129-5p) y uno sub-expresado (miR-320-
3p y miR-23b-3p), lo que podría implicar una regulación coordinada por expresión al alta 
y a la baja del conjunto total de miRNAs. En cuanto a conjuntos de miRNAs sub-
expresados se encontró un agrupamiento con miembros de la familia let-7 (a, c, d) y el 
miR-151-5p cuyo potencial blanco es E2F2. 
3.7.3 Discusión 
Los datos reportados de enriquecimiento funcional por vías KEGG, muestran la 
existencia de un perfil específico de expresión de miRNAs por cada fenotipo inducido y 
que este perfil visto desde un modelo de regulación génica en red, estaría asociado al 
control de diferentes programas celulares a través de sus genes blanco, como la ciclina 
D1 (CCnd1), Braf, Akt, Kras, Nras, p27(Cdkn1b), Rb y miembros de la familia de factores 
E2F, algunos de ellos con asociación directa con los fenotipos del capítulo 1 de esta 
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tesis, como el control del ciclo celular, senescencia y diferenciación celular. No obstante, 
aunque los resultados descritos en este modelo también sugieren una fuerte asociación 
funcional de regulación de la proliferación y de la senescencia por parte de miRNAs; 
poco se logró, o al menos de forma directa con respecto al control de la pigmentación, en 
parte, a la limitada confirmación experimental reportada y que termina como insumo para 
la construcción de modelo de RRG por parte de miRNet. Lo anterior puede llevar a que 
otras posibles conexiones no se estén considerando, dentro de las ya existentes, como 
tampoco, las potenciales interacciones que a la fecha no ha sido reportadas y los 
circuitos de regulación en donde participan factores de transcripción, miRs y genes. 
Los resultados de enriquecimiento funcional, que relacionan potenciales relaciones 
funcionales entre cientos de genes y varios miRNAs, sugieren que la respuesta molecular 
frente a L-Tyr o BrdU, que aunque diferencial, requiere la cooperación de un grupo 
amplio de genes y de reguladores que en conjunto modulan la maquinaria y respuesta 
celular y por ende, contribuyen al menos en parte, en los fenotipos descritos de 
pigmentación diferencial y disminución en la proliferación en este modelo de células 
B16F1 de melanoma. Por ejemplo, varios de los miembros de la familia let-7 (a, c d, g) 
que con expresión a la baja en este modelo, coincidieron con diferentes blancos 
asociados al control de ciclo celular y senescencia (CCnd1, Cdk4, Rb1, E2F2 y E2F3), su 
expresión a la baja en melanoma ya ha sido reportada (Couts et al., 2013; J. Chen et al., 
2010; S. Liu et al., 2012) y la evaluación de sus potenciales blancos, ha permitido 
relacionarlos con la progresión tumoral a través de la unión a la integrina β3 (Muller & 
Bosserhoff, 2008) y el circuito regulatorio miR-125a-5p/Lin28B/let-7 (Z. Zhang et al., 
2015), de la  metástasis por regulación de EMMPRIN (Fu et al., 2011), del metabolismo 
(Serguienko et al., 2015) y del control del ciclo celular por regulación de las CDK4 y de 
las ciclinas D1, D3 y A (Schultz et al., 2008). Lo que sugiere su participación 
posiblemente coordinada en la regulación de dichos blancos. 
 
Por su parte, el miR-129-5p se expresó al alta en células B16F1 posterior a la exposición 
a L-Tyr o BrdU; si bien la participación de este miRNA en melanoma ha sido poco 
estudiada, se ha reportado su asociación funcional en el aumento del tamaño en células 
A375 mediante la unión a AEG1 (Long, Menggen, Wuren, Shi, & Pi, 2018) y en otros 
tipos de cáncer, este miR se ha relacionado con control del ciclo celular, proliferación, 
migración e invasión (Shen et al., 2020) en mieloma múltiple,  células de glioma (Diao, 
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Jin, Huang, & Zhou, 2018; Zeng et al., 2018), cáncer de próstata (Jiang, Zhang, Chen, 
Wu, & Chen, 2019; S. Xu, Ge, Zhang, & Zhou, 2017), cáncer colorectal (Ya et al., 2017) y 
cáncer de mama (Setijono et al., 2018). Aquí, la predicción por TargetScan mostró el 
potencial de este miR en regular a todos los genes seleccionados en el control del ciclo 
celular y senescencia (CCnd1, Cdk4, p21, Rb1, E2F2 y E2F3), excepto a E2F3 y Cdk2.  
 
Los blancos moleculares del miR-129-5p, Cdk4, E2F2 y E2F3, concordaron para el miR-
30d-5p y para el caso del miR-149-5p presentó como blancos potenciales, tan sólo por 
exposición a L-Tyr a los genes CCnd1, Cdk2 y p21. La familia del miR-30, se ha 
relacionado con la regulación de los procesos de proliferación, vía  Wnt/β-catenina 
(Ouzounova et al., 2013; Zhao et al., 2014), control del ciclo celular (R. Zhang, Xu, Zhao, 
& Bai, 2017), apoptosis (J. Li et al., 2010; C. Wu et al., 2013) y senescencia en diversos 
modelos celulares (I. Martinez, Cazalla, Almstead, Steitz, & DiMaio, 2011; Su et al., 
2018). En melanoma, ha sido relacionado con aumento de la invasión celular por 
aumento de glicosilaciones aberrantes  asociadas a su blanco molecular GALNT7 
(Gaziel-Sovran et al., 2011). 
 
Para el fenotipo de pigmentación diferencial, se esperaba un conjunto de miRNAs 
diferente por exposición (L-Tyr o BrdU), como se observa en la Figura 3-2B, se 
encontraron también varios miRs al alta y a la baja con blancos comunes, así como miRs 
específicos. El miR-27b-3p, presentó por blancos Mitf, Tyr y Tyrp1, mientras que el miR-
148b-3p, coincidió con reportes de su regulación sobre Mitf (Haflidadottir, 
Bergsteinsdottir, Praetorius, & Steingrimsson, 2010). El miR-149-5p nuevamente mostró 
potencial de regulación sobre Mitf y Tyr. Pese a que el miR-470-5p y el miR-470-3p no 
fueron identificados con expresión diferencial por small RNAseq, si había sido reportado 
el miR-470-3p en antecedentes de este modelo (Flórez Vargas & Gomez, 2008). Por lo 
que fueron incluidos en el análisis de predicción; los resultados muestran que el miR-470-
3p tiene a Mitf, Rb1 y E2F3, por blanco molecular; entre tanto para el miR-470-5p son 
Mitf, E2F3 y Tyr. No se encontró por TargetScan ningún miRNA con expresión diferencial 
que tuviera por blanco a Dct. 
 
Por lo anterior y sin desconocer el posible efecto diferencial que ejercería la regulación 
de cada uno de los miRs en este modelo de supresión del crecimiento celular inducido, 
los resultados aquí presentados, abren la posibilidad de plantear que estos pequeños 
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RNAs no codificantes comparten a través de sus potenciales blancos, una regulación 
coordinada sobre el control del ciclo celular, senescencia y melanogénesis y que esta 
regulación es dependiente de una configuración molecular particular derivada del cambio 
en la expresión del conjunto completo de miRNAs (al alta, a la baja y sin cambio) y no 
necesariamente de un solo miR, este planteamiento es abordado en la siguiente sección.  
Estos resultados también muestran la existencia de un perfil específico de expresión de 
miRNAs por cada fenotipo inducido en donde, se comparten varios miRNAs con genes 
comunes a regular. Estos resultados apoyan la hipótesis de una expresión coordinada de 
miRNAs al alta y a la baja en la regulación de genes que participan en la proliferación 
celular, la senescencia y la melanogenesis. Además, la aproximación bioinformática 
propuesta, basada en datos experimentales de expresión diferencial de miRNAs puede 
facilitar el planteamiento de nuevas hipótesis asociadas a un perfil de expresión 
diferencial, cuya expresión en conjunto podría asociarse con la regulación sincrónica de 
la expresión de genes en programas celulares particulares. 
 
Finalmente, el estudio aquí presentado de perfiles de expresión de decenas de miRNAs 
no escapa del planteamiento sobre efectos probablemente sinérgicos de control post-
transcripcional, en donde conjuntos de miRs se expresan de forma coordinada para 
desarrollar o mantener un programa celular específico, una hipótesis que aún no se ha 
comprobado, en parte por el desconocimiento de los mecanismos que regulan la 
expresión de los miRs y de sus diferentes niveles de expresión, que en conjunto sugieren 
una maquinaria molecular que podría operar en red de regulación miRs-mRNAs-miRs. 
Pese a ello, la evidencia sobre regulación de la progresión tumoral en melanoma 
mediada por miRNAs es creciente y considerando las limitaciones del análisis de 
miRNAs individuales para explicar fenómenos complejos de regulación de expresión 
génica en melanoma, aquí se proponen otras aproximaciones como el análisis de 
enriquecimiento funcional y la implementación de algunos algoritmos de modelos en red, 
sumado a la predicción de blancos moleculares potenciales. 
3.7.4 Conclusiones capítulo 3 
Se logró la construcción de redes de regulación génica entre microRNAs y genes diana 
con su respectivo enriquecimiento funcional, sumado a la construcción de modelos en 
red de co-expresión para los miRNAs diferencialmente expresados en el modelo de 
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supresión del crecimiento y pigmentación diferencial en células B16F1 de melanoma. Los 
resultados de estos análisis in silico, muestran alta coincidencia de patrones coordinados 
de expresión de miRs y su potencial de regulación sobre blancos comunes que participan 
en la regulación de programas celulares como el control del ciclo celular, la senescencia 
y la pigmentación, esta última en función de la melanogénesis. La expresión diferencial 
de algunos de estos miRNAs y sus genes blancos serán abordados en el último capítulo 









Capítulo 4. Expresión diferencial de miRNAs 
y de sus dianas moleculares en el contexto 
de pigmentación y del control del ciclo 
celular para el modelo in vitro. 
Como se describió en el primer capítulo de esta tesis, la pigmentación diferencial 
producto de la exposición de células de melanoma B16F1 al aminoácido L-Tyr 
(hiperpigmentación) y al análogo de timidina, BrdU (hipopigmentación), es concomitante 
con una reducción en la proliferación celular, comparado con el control. Se sabe que  la 
tirosina regula como sustrato la melanogénesis en concentración y tiempo dependiente 
(Slominski et al., 2012), sin embargo, con respecto a la BrdU se desconocen los 
mecanismos que subyacen a la disminución de la pigmentación, pero, es probable que 
involucren cambios en la expresión del principal factor de transcripción de la 
diferenciación del melanocito, Mitf y de sus genes Tyr, Tyrp1 y Dct. 
 
Por otro lado, como se indicó en el capítulo 1, el control del ciclo celular y la senescencia 
implican la participación de tres principales vías de señalización: p16INK4a/PB; 
p19ARF/p53/p21Cip1 y PTEN/p27Kip1  (X. Ma, Zheng, Zhao, Yuan, & Liu, 2020; Suh, 2018); 
precisamente los genes que participan en función de las proteínas que codifican en estas 
vías, son regulados por diferentes miRNAs, algunos mencionados en los capítulos 2 y 3 
de esta tesis, y cuyos blancos son inhibidores de las quinasas dependientes de ciclina 
(Cdk´s), como p16, p21, p27 y p57, otros sobre p53 y también sobre ciclinas. Varios de 
los indicadores de senescencia celular en células B16F1 expuestas a BrdU (SA-β-Gal; 
reducción significativa en la concentración de melanina;  cambios en la expresión de p21, 
cambios en forma y tamaño celular medido mediante citometría de flujo, expresión 
diferencial de 2 microRNAs-miR 138 y miR-470), fueron confirmados en este documento 
(capítulo 1) o abordados con anterioridad en estudios al interior del Laboratorio de 
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Fisiología Molecular (Flórez Vargas & Gomez, 2008; Gomez et al., 1995, 1996; Peñaloza 
& Gomez, 2000). Es posible que la senescencia descrita en este modelo, se asocie a 
estrés genotóxico, lo que implicaría la coordinación de diversos procesos que van desde 
la homeostasis de los telómeros, alteraciones en la condensamiento de la cromatina, 
daño en el DNA, señalización inflamatoria y cambios metabólicos y de citoesqueleto, en 
donde participan cientos de genes como ciclinas, Cdk´s e inhibidores de las tres vías 
antes mencionadas, que junto a los miRNAs, puedan modular la respuesta molecular en 
términos de esa senescencia inducida.  
 
La exposición de las células B16 al aminoácido L-Tyr 5 mM también derivó en una 
significativa reducción de la proliferación y un cambio en el perfil de expresión de 
miRNAs, posiblemente como consecuencia de un estrés metabólico por sobresaturación 
del aminoácido y de las vías metabólicas en las que participa. Los resultados de análisis 
de ciclo celular del capítulo 1, también sugieren la participación de ciclinas, Cdk´s e 
inhibidores de Cdk´s en el control del ciclo y un posible fenotipo de quiescencia celular 
que ya ha sido reportado (Cunha et al., 2012); no obstante, los puntos de control y la 
configuración en función de las proteínas reguladoras del ciclo permiten plantear una 
configuración en algunos nodos, diferente al control presentado por la exposición al 
análogo de la timidina, la BrdU. El objetivo de este cuarto y último capítulo es confirmar 
experimentalmente la expresión diferencial de dos miRNAs y cuatro de sus dianas 
moleculares que se asocien con pigmentación y proliferación celular, en la línea celular 
de melanoma B16 inducida a pigmentación diferencial y/o disminución del crecimiento 
celular por L-Tyr y BrdU. 
4.1 Control de la melanogénesis. 
4.1.1 Melanocitos, síntesis y tráfico de la melanina 
La síntesis de melanina tiene lugar dentro de los orgánulos intracelulares especializados 
llamados melanosomas que contienen melanina y son transportados desde la región 
perinuclear a las terminaciones dendríticas del melanocito, para finalmente ser 
transferidos a los queratinocitos. Los melanocitos responden a las condiciones 
ambientales mediante el aumento en la producción de melanina, y aunque la densidad de 
los melanocitos es casi idéntica en la piel de diferentes colores y orígenes raciales, y que 
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la pigmentación cutánea constitutiva depende principalmente de la cantidad de melanina 
presente y de su distribución, la eficiencia en la biosíntesis es diferencial, por lo que 
complejos mecanismos de regulación dinámica deben estar interconectados en el control 
de la fisiología pigmentaria. Curiosamente, las actividades melanogénicas aumentan de 
manera más eficiente en la piel más oscura que la piel más clara previa exposición a 
dosis comparables de radiación UVR (Miyamura et al., 2007). Gran parte de la 
maquinaria que conduce la producción de melanina ya ha sido identificada; sin embargo, 
el espectro de productos génicos que participan en la melanogénesis en diferentes 
nichos fisiológicos no es clara, como tampoco del complejo tráfico subcelular en 
melanosomas que requieren un robusto citoesqueleto en respuesta eficiente a los 
cambios de luz; a la fecha, cerca de 120 genes que regulan el desarrollo de los 
melanocitos y la migración, la formación de melanosomas y pigmentación han sido 
identificados (Ganesan et al., 2008; Mione & Bosserhoff, 2015). 
 
Bajo condiciones normales, la homeostasis determina si una célula permanece 
quiescente, prolifera, se diferencia, o sufre apoptosis. En este estado de homeostasis, los 
queratinocitos controlan el crecimiento de los melanocitos y el comportamiento a través 
de un sistema complejo de factores de crecimiento paracrinos y moléculas de adhesión 
célula-célula. El crecimiento de los melanocitos es controlado por los queratinocitos 
circundantes por: i) la comunicación extracelular a través de factores de crecimiento 
paracrinos; ii) la comunicación intracelular a través de segundos mensajeros y 
transducción de señales y iii) la comunicación intercelular a través de moléculas de 
adhesión célula-célula, la adhesión célula-matriz, y en ocasiones por comunicación 
intercelular gap junction. La desregulación de la homeostasis puede perturbar el equilibrio 
de la unidad de melanina epidérmica y desencadenar una proliferación continua de los 
melanocitos, lo que puede conducir al desarrollo de melanoma (Haass et al., 2005). 
Sarangarajan y colaboradores han planteado una hipótesis de correlación entre un 
desbalance en el fenotipo redox de las melaninas y la etiología del melanoma. 
Posiblemente, sub-óptimas condiciones de los precursores de la melanina durante el 
proceso de polimerización favorecerían estados pro-oxidativos (Sarangarajan & Apte, 
2006). Así, una mayor propensión de los oligómeros más pequeños a formar complejos 
metálicos, junto con una regulación a la alza de la expresión de metalotioneína, resulta 
en una mayor producción de radicales libres, incluyendo el anión superóxido, que 
sumado a: i) un aumento en la velocidad de degradación de la tirosinasa; ii) una 
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disminución en la velocidad de activación de la tirosinasa; iii) alteraciones en la estructura 
de proteínas plantilla o alteraciones en la cinética de la oxidación de la tirosina a través 
de la vía Raper-Mason (descrita en el capítulo 1, Diagrama 1-3.), puede superar el 
tampón anti-oxidante celular, promoviendo una mayor susceptibilidad al estrés oxidativo y 
alteraciones en la cinética de reacción de la melanogénesis, estableciendo así, un ciclo 
de aumento de estrés oxidativo. Lo anterior podría conducir a la fuga de monómeros de 
melanina fuera del melanosoma, causando con ello citotoxicidad, detonante 
posiblemente asociado a la etiología del melanoma (Sarangarajan & Apte, 2006). 
4.1.2 Regulación enzimática y el papel de la tirosina en el control 
de la melanogénesis 
La melanina cutánea juega un papel crítico en el camuflaje, mimetismo, comunicación 
social y la protección contra los efectos nocivos de la radiación solar. La melanogénesis, 
proceso bioquímico mediante el cual se sintetiza la melanina, es controlado por un 
complejo múltiples-agentes, que incluye la participación dinámica de activadores como el 
receptor 1 de melanocortina (MC1R) con sus péptidos ligandos melanocorticales, que a 
su vez activa el elemento de unión en respuesta a cAMP (CREB), esta activación, 
conlleva a un aumento en la expresión del factor de transcripción asociado a microftalmia 
(MITF); finalmente, este factor es activado por fosforilación, es quien estimula la 
transcripción de la tirosinasa (TYR), proteína relacionada con tirosinasa-1 (TYRP1), y 
dopacromo tautomerasa (DCT), enzimas que se encargan de la oxidación del aminoácido 
tirosina y de la formación de la melanina. A continuación, se relacionan algunas 
generalidades de estas enzimas. 
 Receptor 1 de melanocortina (MC1R)  
Receptor específico para melanocortinas (melanotropina α-MSH). MC1R se encuentra 
expresado en células de melanoma uveal en un grado significativamente mayor que otros 
marcadores de melanoma. MC1R se encontró en 95% de los tejidos de melanoma 
analizados, incluyendo uno en metástasis de hígado. A pesar de que MC1R se encuentra 
distribuido intracelularmente, su expresión en la superficie celular podría ser promovida 
por citoquinas, tales como interferón-gamma y factor de necrosis tumoral-alfa. Estos 
datos han sugerido al MC1R como un nuevo marcador para el diagnóstico de melanoma 
uveal y como una diana terapéutica putativa (Kyrgidis et al., 2010; Lagunas, 2004).   
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 Factor de transcripción asociado a microftalmia (MITF) 
Es el regulador maestro de melanocitos, juega un papel clave en su desarrollo, la 
diferenciación, la función y la supervivencia. MITF pertenece a la familia de factores de 
transcripción básicos hélice-loop-hélice de cremallera de leucina (MIT), que también 
incluye el factor de transcripción E3 (TFE3), factor de transcripción EB (TFEB), y factor 
de transcripción CE (TFEC). Estos factores de transcripción se unen a secuencias de 
reconocimiento de DNA llamado cajas-E, que tienen la secuencia de consenso CA [T/C] 
GTG (Hsiao & Fisher, 2014). MITF se expresa en células pigmentadas incluyendo 
melanocitos y células del epitelio pigmentario de la retina, así como en ciertos linajes de 
células no pigmentadas, incluyendo los osteoclastos y mastocitos. A la fecha se han 
descrito por lo menos nueve isoformas diferentes de MITF que exhiben patrones de 
expresión específicos de tejido. La isoforma M de MITF (MITF-M) se expresa 
selectivamente en los melanocitos (Hsiao & Fisher, 2014).  
 Enzima tirosinasa (TYR) (EC 1.14.18.1) 
Como se comentó en el primer capítulo, la biosíntesis de la melanina (melanogénesis) 
ocurre debido a reacciones de oxidación sobre ciertos compuestos fenólicos de tipo indol 
y depende de la acción de enzimas específicas que pertenecen a la familia de las 
monofenol oxidasas, la tirosinasa es un ejemplo de ellas. Esta glicoproteína es una 
enzima tiene como sustrato principal al aminoácido L-tirosina y posee dos tipos de 
actividad: monofenol oxidasa y catecolasa. La tirosinasa puede hidroxilar monofenoles y 
convertirlos en o-difenoles (actividad de monofenol oxidasa), pero también puede oxidar 
o-difenoles convirtiéndolos en o-quinonas (actividad de catecol oxidasa) (Decker & 
Tuczek, 2000; Lagunas, 2004). Su degradación está regulada en parte por la proteína 
EDEM1, una manosidasa que participa en la vía de degradación asociada a retículo 
endoplasmático (ERAD) (Marin et al., 2012). 
 Enzimas 1 y 2 relacionada con la tirosinasa TYRP1 (EC 1.14.18) y TYRP2/DCT 
(EC:5.3.3.12) 
TYP1, también llamada acido 5,6-dihidroxiindol-2-carboxílico oxidasa, es una enzima que 
tiene por co-factor el cobre, está asociada con la oxidación del ácido 5,6-dihidroxiindol-2-




Diagrama 4-1 Metabolismo de la L-Tirosina 
Los números representan la nomenclatura de las enzimas asociadas al metabolismo del aminoácido, incluido la biosíntesis de la 




La enzima 2 relacionada con la tirosinasa TYRP2/DCT o Dopacromo tautomerasa 
cataliza la conversión de L-dopacroromo a 5,6-dihidroxiindol-2-carboxilato (DHICA). 
Interviene en la regulación de los niveles de eumelanina y feomelanina (Ludwig, 
Rehberg, & Wegner, 2004; Nishioka et al., 1999). 
 Aminoácido L-Tirosina (L-Tyr) y L-DOPA 
Algunos aminoácidos tienen funciones bioreguladores, que superan con creces las de los 
precursores de las proteínas o de sustratos de enzimas específicas. Dos de estos 
aminoácidos, L-Tyr y L-DOPA, son sustratos consecutivos e intermediarios de la síntesis 
de melanina y precursores de las catecolaminas. En los vertebrados, pueden actuar 
como inductores y reguladores del sistema melanogénico y de los receptores de α-MSH, 
ambas funciones complejas que difícilmente podría llevarse a cabo por simples sustratos 
(Slominski & Paus, 1990). La bioquímica metabólica del aminoácido L-tirosina es 
bastante compleja, e incluye diferentes interconexiones metabólicas incluida la síntesis 
de melanina (Diagrama 4-1). 
 
Tanto L-Tyr como L-DOPA pueden actuar como bioreguladores de tipo hormonal en 
mamíferos, regulando la melanogénesis a través de su consumo metabólico. Estudios en 
líneas celulares de melanoma, mostraron que la L-Tyr y L-DOPA, inducen regulación de 
la melanogénesis en concentración y tiempo dependiente, sugiriendo que también existe 
una autoregulación de la pigmentación debida a precursores de la vía melanogénica 
(Slominski et al., 2012). 
4.1.3 Vías de señalización asociadas a melanogénesis 
Los melanocitos se caracterizan por la expresión de proteínas específicas de melanocito, 
incluyendo: TYR, TYRP1, DCT, proteínas de la matriz melanosomal (Pmel17, MART-1) y 
MITF. MITF, PAX3, SOX10, miembros de las vías de señalización Wnt y Notch, KIT, al 
igual que algunas ciclinas, que en conjunto contribuyen con el desarrollo, la regulación de 
los melanocitos y la síntesis de melanina (Aftab et al., 2014). 
 
Diferentes cascadas de señalización específicas controlan la melanogénesis, sin 
embargo, todas convergen el MITF (Diagrama 4-2). La hormona estimulante de 
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melanocitos alfa (α-MSH) regula el AMP cíclico (cAMP) a través de la unión al receptor 
de melanocortina 1 (MC1R). La proteína quinasa A (PKA), una efectora cuesta abajo de 
cAMP, induce la fosforilación del elemento de unión en respuesta a cAMP (CREB), 
promoviendo así la expresión del factor de transcripción asociado a microftalmia (MITF), 
el principal factor de transcripción para la expresión de la tirosinasa. De lo contrario, 
cuando la kinasa regulada por señal extracelular (ERK) esta fosforilada, ERK regula a la 
baja MITF mediante la fosforilación en la serina 73 de MITF, por ende, también la 
tirosinasa se regula a la baja (H. E. Lee et al., 2012). La señalización del receptor 1 de 
melanocortina (MC1R) está regulada por al menos dos ligandos endógenos además de 
α-MSH y ACTH.  
 
 
Diagrama 4-2 Vías de señalización implicadas en la melanogénesis 
Tomado de http://www.kegg.jp/kegg-bin/highlight_pathway?scale=1.0&map=map04916&keyword=MELANIN 
En ratones, ASIP bloquea el efecto estimulatorio de α-MSH sobre la tirosinasa, y 
disminuye la expresión génica de TYRP1 y DCT y por ende, la producción total de 
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melanina. Un tercer ligando de MC1R, la pequeña proteína secretada β-defensina-3 
(BD3), se une a MC1R con una afinidad del orden nanomolar. BD3 humano se comporta 
como un antagonista neutral incapaz de activar la formación de cAMP en los melanocitos 
humanos normales, pero bloquea eficazmente la producción de cAMP inducida por α-
MSH y la activación de la tirosinasa (Aftab et al., 2014). 
 
Es de resaltar que en este documento no se han presentado las variantes 
correspondientes para MC1R, ASIP, TYR, TYRP1 y DCT que ya han sido identificadas 
de forma independiente como factores de baja susceptibilidad de penetrancia, Sin 
embargo, se desconoce sobre el riesgo combinado de dos o más factores. Los genes de 
baja penetrancia se asocian con sólo un pequeño aumento en la predisposición o riesgo 
a fenotipos patológicos, pero dada la compleja interrelación entre la pigmentación y la 
sensibilidad a UVR, diversos fenotipos pueden ser el resultado de diferentes grados de 
asociación que con la exposición a la luz UV afecten la predisposición a melanoma 
(Kyrgidis et al., 2010). 
4.2 Control del ciclo celular y senescencia 
Frente al arresto del ciclo celular en células senescentes, la evidencia muestra un efecto 
principal a nivel de la transición de las fases G1/S del ciclo. Esta detención implica el 
bloqueo de las quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) y la inhibición de la 
fosforilación de la proteína supresora tumoral retinoblastoma (pRb) y como 
consecuencia, la inhibición de la actividad de la familia de factores de transcripción E2F. 
Las CDKs, CDK2, CDK4, y CDK6 juegan papeles fundamentales en la fosforilación de 
pRb, cuando pRb es fosforilada por CDKs, pRb pierde su capacidad de unirse al 
complejo del factor de transcripción E2F1 lo que resulta en la entrada de la fase S del 
ciclo celular (Sheppard & McArthur, 2013). 
Por otro lado, los niveles de pRb decrecen después de la aparición de la senescencia en 
los fibroblastos normales, sugiriendo que pRb pueda no estar jugando un papel activo en 
mantener el fenotipo senescente. Sin embargo, en las células senescentes, la actividad 
de CDKs es bloqueada por elevada expresión de los inhibidores CDKs, p21 y p16 (Flórez 
Vargas, 2008; Kuilman et al., 2010; Rodier & Campisi, 2011). Los productos de la 
traducción del transcrito para el gen CDKN2A, p16 y ARF, a la fecha se han relacionado 
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como los principales reguladores de la senescencia celular, al tener como dianas de 
inhibición CDKs e inhibidores de p53 respectivamente (D. C. Bennett, 2015). 
 
4.3 Confirmación de los cambios en la expresión de los 
miRNAs y sus potenciales genes diana asociados a 
pigmentación y proliferación. 
 
En esta sección se procede a relacionar los métodos usados para la confirel 
enriquecimiento funcional por vías de señalización KEGG, la predicción de dianas 
moleculares por TargetScan mouse 7.1, la construcción de las redes de regulación y de 
co-expresión de miRNAs en este modelo. 
 
4.3.1 Materiales y métodos 
 Extracción de RNA total y enriquecimiento de pequeños RNAs 
Se realizó extracción de RNA en fase orgánica siguiendo protocolo descrito previamente 
(Chomczynski & Sacchi, 1987). En resumen, las células B16F1 fueron lisadas 
mecánicamente en presencia de TRIzol (Invitrogen), para solubilizar la melanina, el 
lisado fue recolectado en tubos eppendorf de 1.5 mL y calentado durante 2 min a 65 ºC 
(Ryu et al., 2007). Mediante centrifugaciones sucesivas con cloroformo (Sigma–Aldrich), 
isopropanol (Biomedical Inc.) y etanol (Merck) al 75%, se obtuvo un pellet que fue secado 
a temperatura ambiente durante 10 minutos. El RNA extraído fue re-suspendido en H2O 
DEPC (dietil pirocarbonato, Sigma–Aldrich) para posteriores ensayos de RT-qPCR y 
cuantificado por espectrofotometría (Nanodrop 2000, Thermo Fisher Scientific); o re-
suspendido en buffer de transporte siguiendo las recomendaciones del fabricante, para 
posterior secuenciación. Para la obtención de fracciones enriquecidas de pequeños 
RNAs ≤ 200 nt, se utilizó miRVanaTM miRNA Isolation Kit, (Ambion, Austin, USA) 
siguiendo las recomendaciones del fabricante. 
 RT-qPCR- stem loop para miRNAs y RT-PCR para mRNAs 
Se seleccionaron 7 miRNAs para confirmar su expresión por RT-qPCR stem loop. Para 
ello, se usó una estructura estable tipo-asa (stem loop) que proporciona longitud 
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adicional al cDNA objetivo, optimizando su temperatura de fusión (Tm) y mejorando la 
especificad del ensayo (en el anexo D, Tabla suplementaria 5 se relaciona el listado de 
primers para genes y microRNAs usados en las RT-qPCR y en las RT-qPCR stem loop; 
así como los análisis correspondientes para la construcción de los primers stem loop, 
forward y reverse para miRNAs). La RT y la qPCR de los miRNAs se realizaron con 
mirVana™ microRNA detection Kit (Thermo Fisher Scientific) siguiendo las 
recomendaciones del fabricante. Para la RT, se partió de 65 ng del RNA enriquecido y 
condiciones de corrido en termociclador (BIO-RAD, Hercules, California, USA): 30 min a 
16 °C, 30 min a 42 °C y 5 min a 85 °C. Para la qPCR se utilizaron 2.5 µg del cDNA en el 
termociclador Chromo4™ (BIO-RAD) bajo el programa: 3 min a 95 °C y 40 ciclos: 15 s a 
95 °C para denaturación, seguido de 1 min a 60 °C para anillaje y 1 min a 72 °C de 
extensión, transcurridos los 40 ciclos se dejó una extensión final a 72 °C por 10 min.  
 
Para la RT-qPCR de los mRNAs, la síntesis del cDNA se realizó a partir de 2 ng del RNA 
total y 500 μg. mL-1 de OligodT (Invitrogen) y la transcriptasa reversa Superscript II 
(Invitrogen); las muestras se corrieron en un termociclador (BIO-RAD) 50 min a 42 °C y 
15 min a 70 °C.  Para la PCR en tiempo real (qPCR) se utilizó 600 ng del cDNA, los 
iniciadores sentido y antisentido correspondientes a cada mRNA evaluado (Tabla 1) y 
DyNAmo HS SYBR Green Kit (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las recomendaciones 
del fabricante.  La amplificación fue realizada en un termociclador Chromo4™ System de 
BIO-RAD bajo las siguientes condiciones: 95 °C 15 min para activar la polimerasa y 36 
ciclos que incluyeron 10 s a 96 °C para desnaturalizar, 30 s de temperatura de anillage 
de acuerdo a cada conjunto de iniciadores y 30 s a 72 °C de extensión. Con los datos 
obtenidos del programa Opticon Monitor 3 (BIO-RAD). Para ambos casos qPCR de 
miRNAs y mRNAs se construyó la respectiva curva de melting de 55-95 °C. 
 Análisis de expresión diferencial con datos de qPCR 
Para establecer la expresión diferencial de los mRNAs o miRNAs se utilizó el modelo de 
radio de expresión relativa (rER) (Schefe, Lehmann, Buschmann, Unger, & Funke-Kaiser, 
2006). Este método permite ajustar el nivel de expresión en función de la eficiencia de 





Las células sembradas en laminillas en presencia o ausencia de L-Tyr 5 mM o BrdU 2.5 
µg. mL-1 fueron fijadas con paraformaldehído al 4 % (m/v) en PBS, permeabilizadas con 
Tritón X-100 al 0.3 % (v/v) e incubadas con el anticuerpo primario policlonal hecho en 
conejo (Santa Cruz Biotechnology. Inc, Dallas, USA): anti-Cdk2 (sc-163), anti-Cdk4 (sc-
260), anti-ciclina D1 (sc-717), anti-p21 (sc-756), anti-TRP1 (sc-25543), anti-Dct (sc-
25544), anti-Tirosinasa-Tyr (sc-15341) o anti-MITF (sc-11002), este último hecho en 
cabra. Como anticuerpo secundario, se utilizó un anti-conejo hecho en cabra marcado 
con CFL-647 (sc-362292) (Santa Cruz) y para el caso MITF, un anti-cabra hecho en 
gallina marcado con Texas Red (sc-3923) (Santa Cruz). En cuanto a la concentración y el 
tiempo de incubación se siguieron las recomendaciones del fabricante. Los núcleos se 
marcaron con DAPI (Sigma–Aldrich) y las laminillas fueron montadas sobre glicerol al 25 
% (v/v) (Merck). La adquisición de las imágenes se realizó en microscopio invertido 
(Eclipse Ti) en campo claro y con el filtro correspondiente a los fluoróforos utilizados. La 
cuantificación de las intensidades medias de fluorescencia (IMF) se hizo en el programa 
NIS-Elements para un N= 3 y un promedio de 100 células por réplica y muestra. 
 Western Blot 
Las células B16F1 se lavaron con PBS estéril y lisaron mecánicamente en presencia del 
buffer RIPA (Sigma–Aldrich) que contenía 1 mM de fenilmetil sulfonil fluoruro (PMFS) 
(Sigma–Aldrich) como inhibidor de proteasas. Las muestras se centrifugaron a 13,000 g 
durante 15 min a 4 ºC, los sobrenadantes fueron recuperados y la concentración de 
proteína se cuantificó usando una curva de calibración construida con albúmina sérica 
bovina y ácido bicinconínico (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific) 
siguiendo las recomendaciones del fabricante.  30 µg de proteína cuantificada por 
muestra se separó mediante electroforesis SDS-PAGE al 10 % en condiciones 
denaturantes. Los geles obtenidos se electro-transfirieron a una membrana PVDF 
(Millipore-Merck) mediante el sistema semi-seco Novex® Semi-Dry Blotter (Thermo 
Fisher Scientific) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Para la inmuno-
detección se bloquearon los sitios inespecíficos de la membrana de PVDF con una 
solución de polivinilpirrolidona (PVP-40) (Sigma–Aldrich) al 1 % (m/v) en PBS- Tween 20 
(Sigma–Aldrich) (Haycock, 1993) y se procedió a incubar con los anticuerpos primarios 
usados en la inmunofluorescencia, además de p16INK4a/CDKN2A (ab108349) de 
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Abcam y p27 (sc-528) (Santa Cruz).  Posteriormente se realizó la incubación con el 
anticuerpo secundario correspondiente marcado con peroxidasa de rábano-HRP 
(VECTOR, Burlingame-California, USA): anti cabra hecho en caballo (PI-9500) y anti 
conejo hecho en cabra (P1-1000). Como control de carga, se utilizó la detección de la 
proteína nuclear Lámina B1 (sc-6216) (Santa Cruz). Finalmente, la detección se hizo por 
quimioluminiscencia usando ECL-Western blotting system (Amersham, Boston, USA) y el 
análisis densitométrico en Fiji – ImageJ (https://fiji.sc/). 
4.3.2 Resultados 
 Análisis de expresión diferencial miRNAs. 
Cómo ya se mencionó, ambos fenotipos inducidos (L-Tyr/BrdU), presentan una 
disminución común en la proliferación celular y diferencias en la pigmentación. Además, 
como se planteó en el capítulo anterior (Figura 3-2A), es posible plantear que los miRNAs 
comparten a través de sus potenciales blancos, una regulación coordinada sobre el 
control del ciclo celular, regulación dependiente del nivel de expresión del conjunto 
completo de miRNAs, sin desconocer el posible efecto diferencial que ejercería la 
regulación de cada uno ellos; así es posible plantear que conjuntos de miRs, a través de 
sus potenciales blancos moleculares comunes, realizan acciones coordinadas de control 
del ciclo celular, senescencia y pigmentación. Independiente de la exposición a L-Tyr o 
BrdU, los resultados muestran coincidencia de diferentes miRs con potencial de 
regulación sobre un mismo gen, así como, un mismo miR regulando diferentes genes. El 
objetivo de este capítulo es confirmar la expresión diferencial de dos de los miRNAs 
reportados en el capítulo 2 Tabla 2-1, 2-2 y 2-3, por lo que seleccionaron un total de 7 
miRNAs (211-5p, 30d-5p, 148b-3p, 129-5p, 27b-3p, 470-3p y 470-5p) para la 
confirmación por RT-qPCR stem loop (Figura 4-1).  
 
El primer miRNA confirmado fue el miR-211-5p, se logró cuantificar un aumento de 2.5 X 
por exposición a L-Tyr y reducción de 2 X, para BrdU (Figura 4-1A; Tabla 4-1), este 
miRNA no tiene blanco directo alguno de los genes seleccionados para melanogénesis 
(Mitf, Tyr, Tyrp1 y Dct), sin embargo, fue el único microRNA que presentó diferencias 
entre los dos fenotipos. Por otro lado, también se confirmó la sobre-expresión del miR-
30d-5p, aumentado 5.4 X y 8 X (Figura 4-1B; Tabla 4-1B) y del miR-129-5p, aumentado 
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4.5 X y 1.5 X (Figura 4-1C; Tabla 4-1) para exposición a L-Tyr y BrdU respectivamente 
(Figura 4-1B, C; Tabla 4-1). 
 
 
Figura 4-1 Cambios en la expresión de miRNAs en el modelo de pigmentación 
diferencial y reducción de la proliferación inducidos en células B16F1 de melanoma. 
A-G. Confirmación de la expresión diferencial relativa (rER) de miRNAs por RT-qPCR 
stem loop para los miRNAs 211-5p (A), 30d-5p (B), 129-5p (C), 27b-3p (D), 148b-3p (E), 
470-3p (F) y 470-5p (G), para un N=3 D. El nivel de significación (*) fue realizado 
mediante una prueba t-Student a dos colas y las diferencias fueron consideradas como 




Tabla 4-1 Valores del modelo de radio de expresión relativa (rER) para la expresión de 
miRNAs 
Se relacionan los rER de los miRs 211-5p, 30d-5p, 129-5p, 27b-3p, 148b-3p, 470-3p y 
470-5p en células de melanoma de ratón B16F1 expuestas a L-Tyr 5 mM o BrdU 2,5 mg. 
mL-1, con respecto a las no expuestas y al snRNA U6. Los resultados aquí presentados 
fueron graficados en la Figura 4-1. R1-R3 representan los valores obtenidos para tres 
réplicas independientes; Mean representa la media; SD la desviación estándar. 
 
L-Tyr 5 mM BrdU 2.5 mg. mL
-1
 
miRNA ID R1 R2 R3 Mean SD R1 R2 R3 Mean SD 
miR-211-5p 2,37 2,46 2,88 2,57 0,27 0,54 0,50 0,55 0,53 0,02 
miR-30d-5p 5,14 4,05 7,22 5,47 1,61 7,66 6,75 9,40 7,94 1,35 
miR-129-5p 5,01 4,00 4,62 4,54 0,51 1,51 1,41 1,50 1,47 0,06 
miR-27b-3p 3,02 3,80 2,56 3,13 0,62 3,28 3,21 3,51 3,33 0,16 
miR-148b-3p 4,57 4,25 4,53 4,45 0,17 3,69 3,45 3,52 3,55 0,12 
miR-470-3p 1,22 1,15 1,05 1,14 0,09 141,19 87,02 143,67 123,96 32,02 
miR-470-5p 1,30 1,05 1,28 1,21 0,14 17,41 27,79 22,89 22,70 5,19 
 
Para los miRNAs miR-27b-3p y miR-148b-3p se encontró por RT-qPCR una expresión 
diferencial con valores que no concordaron en tendencia a los reportados en la Tabla 2-1 
en DESEq2. Comparado con la reducción registrada por small RNAseq por exposición a 
L-Tyr (miR-27b-3p 1,5 X y miR-148b-3p 2.0 X), por qPCR, ambos miRNAs aumentaron 
su expresión con respecto al control (3.1 X y 4.5 X) respectivamente (Figura 4-1C, B; 
Tabla 4-1). Para la exposición a BrdU se registró por qPCR un aumento (3.3X y 3,55 X), 
mientras que por secuenciación no se registró expresión diferencial (Tabla 2-2). Esta 
aparente discordancia en los resultados ya ha sido reportada cuando se realizan análisis 
de expresión diferencial utilizando diferentes plataformas como microarreglos, NGS y RT-
qPCR y estaría asociada entre otros a efectos técnicos propios de cada metodología (Git 
et al., 2010); a posibles diferencias por heterogeneidad de las muestras, como sucedió 
en el caso de una de las muestras de L-Tyr, que presentó por análisis de componentes 
principales mayor dispersión con respecto a las otras réplicas (Figura 2-1. D); o por 
consideraciones de eficiencia de la amplificación vs secuenciación en función de la 
integridad, estabilidad y especificidad en la detección y cuantificación de un pequeño 
RNA en técnicas de qPCR stem loop frente a secuenciación masiva. En general, tiende a 
considerarse el análisis de expresión por PCR como Gold estándar y por eso se utilizó 




Esta situación también se presentó para el miR-470-5p que tiene como blanco a Mitf y 
Tyr, esta última enzima blanco del miR-470-3p; ambos miRNAs no fueron detectados por 
secuenciación, pero ya habían sido reportados antes por nuestro laboratorio (Flórez 
Vargas & Gomez, 2008), y confirmados aquí por RT-qPCR (Figura 4-1F, G. Tabla 4-1), 
con un aumento por exposición a BrdU (22 X para miR-470-5p), más no para L-Tyr. 
 
Hasta aquí, se logró confirmar la expresión diferencial de 7 miRNAs en células B16F1 
inducidas a una disminución de su crecimiento celular y fenotipo diferencial de 
pigmentación por exposición a L-Tyr o BrdU; en la siguiente sección, se aborda la 
confirmación de cambios en la expresión de sus potenciales genes diana. 
 Análisis de expresión diferencial mRNAs y nivel de proteína. 
La segunda parte de este capítulo tiene por objetivo confirmar la expresión de 4 mRNAs 
predichos como posibles blancos moleculares de los miRs antes mencionados y 
asociados con la pigmentación y la proliferación celular; sin embargo, se realizó la 
confirmación de 9 genes. Para control del ciclo celular y senescencia, se evaluó la 
expresión de la ciclina D1 (Ccdn1), de las quinasas dependientes de ciclina Cdk4 y Cdk2 
y del inhibidor de quinasas dependiente de ciclina p21 (Figura 4-2). En pigmentación, se 
evaluaron genes asociados a la melanogénesis Tyr, Tyrp1 y Dct, así como, el master 
regulador de la diferenciación de melanocitos Mitf (Figura 4-3). Para ello, se evaluó por 
RT-qPCR, los niveles de expresión de los genes antes mencionados, que fueron 
reportados como el radio de expresión relativa (rER) con respecto al gen constitutivo 
GAPDH y con respecto a las células B16F1. Adicionalmente se determinó por Western 
Blot e inmunofluorescencia la expresión y localización de la proteína correspondiente. 
 
En este modelo inducido, el rER de Ccnd1 presentó un valor disminuido de 0.47 ± 0.16 
(2.5 X), por exposición a L-Tyr, resultado que concuerda en tendencia con lo reportado 
previamente (Rieber & Strasberg-Rieber, 1998; Strasberg Rieber & Rieber, 1995); por 
exposición a BrdU se presentó una disminución de 1.6 X (0.6 ± 0.06) (Figura 4-2A; Tabla 
4-2); esta tendencia se mantiene a nivel de proteína (Figura 4-2B-C; Tabla 4-3). Entre 
tanto, el mRNA de Cdk4 mostró disminución con respecto a las células control solamente 
para L-Tyr con rER de 0.79 ± 0.1 (1.25 X) (Figura 4-2D; Tabla 4-2). En nuestro modelo, a 
nivel de mRNA, se observó una reducción en el rER de Cdk2 en células expuestas a 
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BrdU con valores de 0.36 ± 0.09 (2.7 X) y una variación no significativa por exposición a 
L-Tyr (1.09 ± 0.09) (Figura 4-2G; Tabla 4-2), pero sí a nivel de proteína, para las células 
expuestas a L-Tyr (Figura 4-2H-I; Tabla 4-3).  
 
 
Figura 4-2 Variaciones en la expresión de genes y de sus productos proteicos, asociados 
al control del ciclo celular y senescencia en células B16F1 inducidas a pigmentación 
diferencial y disminución en la proliferación.  
Radio de expresión relativa (rER) por RT-qPCR, N=4, fotografías representativas de la 
ubicación y distribución por inmunofluorescencia (Rojo) en contratinción nuclear con 
DAPI (azul), cuantificación de la expresión por intensidad media de fluorescencia (IMF) y 
western blot para CCnd1 (A-C), Cdk4 (D-F), Cdk2 (G-I) y p21(J-M). Adicional se 
muestran los resultados por western blot para p27 (N). El nivel de significación (*) fue 
realizado mediante una prueba t-Student a dos colas y las diferencias fueron 






Figura 4-3 Variaciones en la expresión de genes y de sus productos proteicos, asociados 
a melanogénesis en células B16F1 inducidas a pigmentación diferencial y disminución en 
la proliferación.  
Radio de expresión relativa (rER) por RT-qPCR, N=4, fotografías representativas de la 
ubicación y distribución por inmunofluorescencia (Rojo) en contratinción nuclear con 
DAPI (azul), cuantificación de la expresión por intensidad media de fluorescencia (IMF) y 
western blot para del master regulador de la diferenciación celular del melanocito – MITF 
(A-C), y las enzimas TYR (D-F), Tyrp1 (G-I), y DCT (J-L).  El nivel de significación (*) fue 
realizado mediante una prueba t-Student a dos colas y las diferencias fueron 
consideradas como estadísticamente significativas para un valor p <0.05, ns: no 
significativo. 
 
Tabla 4-2 Radio de expresión relativa (rER) para los mRNAs 
Se relacionan los rER para los genes Ccnd1, Cdk4, Cdk2, p21, p16INK4a, Mitf, Tyr, 
Tyrp1, Dct en células de melanoma de ratón B16F1 expuestas a L-Tyr 5 mM o BrdU 2,5 
mg. mL-1, con respecto a las no expuestas y al gen GAPDH. Los resultados aquí 
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presentados fueron graficados en las Figuras 4-2, 4-3 y para p16, en el anexo 5 Figura 
Suplementaria 4-S1. R1-R4 representan los valores obtenidos para cuatro réplicas 
independientes; Mean representa la media; SD la desviación estándar. 
 
L-Tyr 5 mM BrdU 2.5 mg. mL
-1
 
Gen ID R1 R2 R3 R4 Mean SD R1 R2 R3 R4 Mean SD 
Ccnd1 0,42 0,54 0,66 0,27 0,47 0,16 0,66 0,61 0,76 0,63 0,67 0,07 
Cdk4 0,65 0,91 0,77 0,84 0,79 0,11 0,70 0,87 0,97 0,92 0,87 0,12 
Cdk2 1,02 1,08 1,05 1,23 1,10 0,09 0,29 0,45 0,27 0,43 0,36 0,09 
p21 3,03 2,36 2,49 3,18 2,77 0,40 0,59 0,66 0,83 0,62 0,68 0,11 
p16 1 0,9 0,9 0,9 0,94 0,1 0,9 0,7 0,9 0,6 0,78 0,2 
Mitf 1,73 0,75 0,95 1,08 1,13 0,43 0,19 0,30 0,31 0,19 0,24 0,07 
Tyr 1,39 1,98 1,24 1,66 1,57 0,33 0,29 0,25 0,34 0,30 0,30 0,04 
Tyrp1 0,77 0,87 0,98 0,80 0,85 0,09 0,33 0,23 0,36 0,27 0,30 0,06 
Dct 1,18 1,06 1,21 1,07 1,13 0,08 0,26 0,35 0,22 0,26 0,27 0,06 
 
 
Se procedió a evaluar la expresión del inhibidor del ciclo celular p21 y se encontró un 
aumento en la expresión del gen para células expuestas a L-Tyr con un rER 2.7 ± 0.4 
(2.7 X) y disminución en las células expuestas a BrdU con rER de 0.67 ± 0.1 (1.5 X) 
(Figura 4-2J; Tabla 4-2).  
 
Es posible que la regulación temprana del ciclo celular este mediada por conjuntos de 
miRNAs que presentan expresión diferencial y realizan una regulación sobre otros 
inhibidores de la progresión del ciclo celular, como la proteína p27, se encontró por 
western blot que la exposición a BrdU genera un aumento en la expresión de p27 más no 
en L-Tyr (Figura 4-2N). 
 
Para la confirmación de una expresión diferencial de los mRNAs asociados a 
pigmentación diferencial, se escogieron genes y sus productos proteicos que participan 
en la melanogénesis (Mitf, Tyr, Tyrp1 y Dct). La exposición de las células B16F1 a BrdU 
generó una disminución de 4 X en el mRNA de todas las proteínas relacionadas con la 
melanogenesis, con valores de rER de 0.24 ± 0.069 para Mitf, 0.29 ± 0.03 para Tyr, 0.29 
± 0.03 para Tyrp1 y en el caso de Dct, 0.27 ± 0.05 (Figura 4-3A, D, G y J, 
respectivamente; Tabla 4-2); reducción que coincidió con los niveles de expresión de los 




Tabla 4-3 Cuantificación de la intensidad media de fluorescencia (IMF) de la expresión 
de las proteínas 
Se relacionan los valores de INM en unidades arbitrarías para las proteínas CCND1, 
CDK4, CDK2, p21, p16, MITF, TYR, TYRP1, DCT en células de melanoma de ratón 
B16F1 expuestas o no a L-Tyr 5 mM o BrdU 2,5 mg. mL-1. Los resultados aquí 
presentados fueron graficados en las Figuras 4-2, 4-3 y para p16, en el anexo 5 Figura 
Suplementaria 4-S1. R1-R4 representan los valores obtenidos para cuatro réplicas 
independientes; Mean representa la media; SD la desviación estándar. 
 
B16F1 Control L-Tyr 5 mM BrdU 2.5 mg. mL
-1
 
Protein ID R1 R2 R3 Mean SD R1 R2 R3 Mean SD R1 R2 R3 Mean SD 
CCND1 9,9 9,7 11,0 10,2 0,7 7,3 7,8 9,9 8,3 1,4 5,8 4,1 5,7 5,2 1,0 
CDK4 7,4 7,6 6,9 7,3 0,3 6,2 5,8 5,3 5,7 0,4 4,2 3,7 4,6 4,2 0,5 
CDK2 6,3 6,7 8,2 7,1 1,0 11,9 13,2 12,6 12,6 0,7 2,0 1,5 1,7 1,7 0,3 
P21 3,5 3,1 3,2 3,2 0,2 3,8 4,2 3,5 3,8 0,3 1,9 1,6 1,5 1,7 0,2 
P16 0,2 0,2 0,0 0,1 0,1 0,0 1,1 1,0 0,7 0,6 0,1 0,2 0,1 0,1 0,0 
MITF 7,3 7,6 8,1 7,6 0,4 6,5 6,9 8,8 7,4 1,2 3,7 4,0 3,5 3,8 0,3 
TYR 10,7 12,5 12,4 11,9 1,0 30,7 34,1 36,8 33,9 3,0 1,7 1,8 1,7 1,7 0,1 
TYRP1 3,9 4,8 4,8 4,5 0,5 18,9 19,0 19,2 19,0 0,1 0,8 0,6 0,7 0,7 0,1 
DCT 6,9 6,9 7,8 7,2 0,5 9,7 10,3 10,8 10,3 0,6 4,4 3,3 3,6 3,8 0,6 
 
En el caso de las células expuestas a L-Tyr, se encontraron variaciones no significativas 
en los rER del mRNA de Mitf (1.12 ± 0.4) (Figura 4-3A; Tabla 4-2) y Tyrp1 (0.85 ± 0.09) 
(Figura 4-3G; Tabla 4-2) y aumentos significativos para Tyr (1.5 ± 0.3) (Figura 4-3D; 
Tabla 4-2) y Dct (rER 1.12 ± 0.07) (Figura 4-3J; Tabla 4-2), cambios que de nuevo 
presentaron coincidencia con los niveles de expresión de los productos proteicos 
obtenidos en cada caso (Figura 4-3B-C, E-F, H-I y J-K; Tabla 4-3). 
 
4.3.3 Discusión 
Los miRs ejercen regulación en diferentes procesos celulares, aquí se avanza en la 
confirmación de la expresión diferencial de los algunos miRs que pueden ejercer control 
en este modelo de supresión del crecimiento inducido. Se ha propuesto al miR-211-5p 
como un regulador indirecto de la pigmentación mediante la unión al receptor de TGF β-
2, factor encargado de la transcripción de los genes asociados a pigmentación Dct, 
TYRP1, TYR y PMEL17 (Dai et al., 2015) y de la unión al mRNA de EDEM1 inhibidor de 
TYR (Vitiello et al., 2017); adicionalmente MITF se ha propuesto como regulador de la 
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expresión de miR-211-5p (Dai et al., 2015). Estos resultados en conjunto plantean un 
posible circuito regulatorio de la pigmentación en el que estarían participando genes 
regulados por miR-211 y el factor MITF. 
La familia del miR-30, se ha relacionado con la regulación de los procesos de 
proliferación, vía  Wnt/β-catenina (Ouzounova et al., 2013; Zhao et al., 2014), control del 
ciclo celular (R. Zhang et al., 2017), apoptosis (J. Li et al., 2010; C. Wu et al., 2013) y 
senescencia en diversos modelos celulares (I. Martinez et al., 2011; Su et al., 2018). En 
melanoma, ha sido relacionado con aumento de la invasión celular por aumento de 
glicosilaciones aberrantes  asociadas a su blanco molecular GALNT7 (Gaziel-Sovran et 
al., 2011).  
 
Si bien la participación del miR-129-5p en melanoma ha sido poco estudiada, se ha 
reportado su asociación funcional en el aumento del tamaño en células A375 mediante la 
unión a AEG1 (Long et al., 2018) y en otros tipos de cáncer, este miR se ha relacionado 
con control del ciclo celular, proliferación, migración e invasión (Shen et al., 2020) en 
mieloma múltiple,  células de glioma (Diao et al., 2018; Zeng et al., 2018), cáncer de 
próstata (Jiang et al., 2019; S. Xu et al., 2017), cáncer colorectal (Ya et al., 2017) y 
cáncer de mama (Setijono et al., 2018).  
 
Ahora bien, el miR-27b-3p se ha encontrado diferencialmente expresado en tejidos de 
melanoma metastásico provenientes de pacientes en comparación con melanocitos 
normales o nevus (J. Chen et al., 2010; Mueller et al., 2009; Qi, Huang, Zhou, & Zhang, 
2014) y se ha relacionado con procesos de diferenciación en células musculares (Ling et 
al., 2018) y osteoblastos (T. Wang & Xu, 2010). Por su parte, el miR-148b-3p se ha 
reportado con sub-expresión en líneas celulares de melanoma humano, y su aumento 
exógeno provocó una disminución en la proliferación por unión directa a PSMB4 
(subunidad de proteasoma β-4) (X. Zhang et al., 2017). En melanocitos humanos, este 
microRNA tiene por blanco a Mitf (Haflidadottir et al., 2010). 
 
Frente a los miR-470-3p y 470-5p, se ha descrito su participación en la diferenciación de 
células embrionarias de ratón (Tay, Zhang, Thomson, Lim, & Rigoutsos, 2008) y su 
expresión se encontró a la alta en carcinoma hepatocelular (R. Li et al., 2010), en 




Así como se confirmó la expresión diferencial de algunos miRNAs, se procedió a 
cuantificar la expresión de los potenciales blancos de estos miRs y su nivel de expresión 
y localización a nivel de proteína, en el contexto de control del ciclo celular, senescencia 
y melanogénesis. Como se sabe, la activación sostenida de la unión de la proteína 
CCDN1 a la proteína quinasa CDK4 permite la transición temprana de G1 a S en el ciclo 
celular, aumentando la fosforilación de la proteína de retinoblastoma Rb y liberando a la 
familia de reguladores transcripcionales E2F (Bates et al., 1994; Kato, Matsushime, 
Hiebert, Ewen, & Sherr, 1993), por lo que el complejo CCDN1/CDK4 ha sido identificado 
como un importante impulsor oncogénico en diversos tipos de cáncer, incluido melanoma 
(Tam, Theodoras, Shay, Draetta, & Pagano, 1994). La disminución de Ccnd1 en ambos 
casos, es concordante con el aumento en el número de células arrestadas en G0/G1 
observado en las células expuestas a BrdU (Figura 1-1E) y aunque en Cdk4 sólo se 
presentó reducción estadísticamente significativa para la exposición a L-Tyr, en ambos 
casos, la disminución de estos mRNAs coincide con el aumento de los miR-129-5p y 
30d-5p (Figura 4-2D), que por predictor tienen como blanco molecular a Ccdn1 y Cdk4 
(Figura 3-2). A nivel de proteína, por inmunofluorescencia, la exposición a BrdU y L-Tyr 
mostró una Cdk4 disminuida, que se confirmó por western blot; sin embargo, para la 
exposición a L-Tyr, el western reveló una CDK4 levemente aumentada (Figura 4-2E-F; 
Tabla 4-3). 
 
CDK2 es una quinasa dependiente de ciclina que participa en la transición tardía de G1/S 
mediante la unión a la ciclina E (Hoffmann, Draetta, & Karsenti, 1994) y en el paso de 
G2/M mediante la unión a la ciclina A (Stead et al., 2002). Llama la atención que el 
análisis de predictores para esta quinasa, mostró un conjunto de miRNAs con potencial 
de regulación para cada tipo de exposición diferente a las coincidencias reportadas para 
Ccdn1 y Cdk4, excepto para el miR-149-5p. 
 
Los inhibidores de Cdks p16 y p21, son reguladores negativos de la proliferación y 
juegan un papel central en el control del ciclo celular, la senescencia, la apoptosis y la 
diferenciación (Bunz et al., 1998; Charrier-Savournin et al., 2004; Serrano, Lin, 
McCurrach, Beach, & Lowe, 1997), p16 se une de manera específica a Cdk4 alterando 
principalmente la transición a fase S (Bandyopadhyay & Medrano, 2000), mientras que 
p21, puede regular diferentes fases del ciclo, al inhibir a Cdk4, Cdk6, Cdk1 y Ckd2 (Bunz 
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et al., 1998; Charrier-Savournin et al., 2004; Shin, Kim, Lim, & Lee, 2011). Por 
antecedentes, se sabe que la proteína p16 se encuentra truncada en las células B16 
(Melnikova et al., 2004), evidencia que fue confirmada por RT-qPCR a nivel del gen y 
western blot e inmunofluorescencia para proteína; como se muestra en el anexo E, 
Figura suplementaria 3, Figura 4-3F y las Tablas 4-2 y 4-3, la expresión de p16 a nivel de 
gen y proteína es prácticamente indetectable. 
 
Este aumento en p21 explicaría al menos en parte, la diminución en la fase S para las 
células expuestas a L-Tyr, mientras que la disminución para CdK2 en BrdU se podría 
relacionar con el arresto en G2/M (Figura 1-1E). Los resultados de expresión diferencial a 
nivel del gen tienen coincidencia a nivel de proteína evaluados por western e 
inmunofluorescencia para la exposición a L-Tyr y congruentes por IF para BrdU (Figura 
4-2K-L; Tabla 4-3). Como la disminución del regulador p21 no corresponde con lo 
observado para Cdk2 y dado que ha sido reportada la participación tardía de p21 en la 
regulación del ciclo celular por exposición a BrdU (Masterson & O'Dea, 2007), se decidió 
evaluar la expresión a nivel de proteína de p21 luego de 7 días de mantener el estímulo 
de la BrdU; se observó un aumento en los niveles de p21 (Figura 4-2M). 
 
Los resultados reportados sobre las dianas moleculares (CCnd1, Cdk2-4, p21, p27) en 
este modelo de células B16F1 inducidas a reducción de la proliferación por exposición a 
L-Tyr o BrdU permiten plantear la participación de los miRNAs diferencialmente 
expresados en el control del ciclo celular, un control que requiere de una configuración 
molecular particular para el fenotipo generado por la exposición a L-Tyr (Cdk4 no 
modificable, disminución de CCnd1, aumento de Cdk2 y aumento de p21) y otro para 
BrdU (Cdk4 no modificable, disminución de CCnd1, disminución de Cdk2, diminución 
temprana de p21 y aumento de p27; sumado a un aumento tardío de p21). 
 
Estos resultados coinciden con la drástica reducción en la cuantificación de melanina, 
observada en células expuestas a BrdU (Figura 1-1F.), que había sido reportada 
previamente solo para la evaluación de la enzima TYR (Wrathall et al., 1973). En células 
expuestas a BrdU y siguiendo un modelo de regulación por factor de transcripción, la 
disminución de Mitf, el master regulador de la melanogenesis, sería causal de la 
reducción en los niveles de Tyr, Tyrp1 y Dct, sin embargo, este patrón no ocurre para 
células expuestas a L-Tyr, en donde los valores de Mitf no presentaron cambios 
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estadísticamente significativos con respecto a las células control, pero si se observaron 
cambios a nivel de gen y de proteína para Tyr y Dct y de proteína para Tyrp1, lo anterior 
sugiere que otros mecanismos de regulación podrían estar relacionados, en este caso, la 
regulación mediada por conjuntos de microRNAs. 
 
El aumento en la concentración de la melanina por exposición a L-Tyr, así como el 
aumento en la síntesis de proteínas relacionadas con la melanogenesis ya había sido 
previamente reportada (Slominski, 1989), tendencias confirmadas en las células B16F1 
expuestas a L-Tyr (Figura 1-1F). Sin embargo, dado que Mitf no sufrió variaciones en su 
expresión en células expuestas a L-Tyr, la regulación mediada por este factor de 
transcripción no permite explicar las diferencias encontradas a nivel del mRNA y de 
proteína para TYRP1, así como el aumento en TYR y DCT; sugiriendo en este caso, que 
en la melanogénesis otros tipos de regulación pos-transcripcional estarían implicados, 
como por ejemplo la expresión diferencial de conjuntos de miRNAs tales como el miR-
211-5p y miR-148b-3p, previamente reportados como reguladores de la pigmentación. 
 
Finalmente Mitf es regulado por diferentes miRNAs y a su vez es regulador 
transcripcional de p21, Cdk2 (Du et al., 2004; Haddad, Xu, Schwahn, Liao, & Medrano, 
1999; Sestakova et al., 2010) y del miR-211-5p, este último, quien regula la pigmentación 
al tener como blanco a EDEM1, inhibidor de la TYR. Un ejemplo puntual que sugiere que, 
durante el control del ciclo celular, la senescencia y la pigmentación, intervienen 
diferentes mecanismos de regulación mediados por MITF sobre sus blancos incluidos los 
miRNAs y por la expresión coordinada de conjuntos de miRNAs sobre el mRNA de Mitf y 
sus blancos. 
 
4.3.4 Conclusiones capítulo 4 
Se logró confirmar por RT-qPCR la expresión diferencial de 7 miRNAs (211-5p, 30d-5p, 
129-5p, 27b-3p, 148b-3p, 470-3p y 470-5p) y 9 genes (Ccnd1, Cdk4, Cdk2, p21, 
p16INK4a, Mitf, Tyr, Tyrp1, Dct) asociados con los fenotipos de reducción del crecimiento 
celular y pigmentación diferencial obtenidas en células de melanoma de ratón B16F1 











Es creciente el número de reportes relacionados con cambios en la expresión de 
microRNAs y de sus dianas en muestras de melanoma bajo diferentes estadios de 
progresión tumoral, sin embargo, poco se conoce sobre su expresión en modelos de 
supresión de crecimiento y si estos microRNAs operan en red. Aquí se presenta el primer 
reporte referente a cambios en el perfil de expresión de microRNAs en células de 
melanoma B16 bajo supresión de crecimiento y pigmentación diferencial inducidos por 
exposición al aminoácido L-Tirosina o al análogo de la timidina, la 5-Bromo- 2’-
deoxiuridina y se plantean algunos modelos en red de co-expresión de microRNAs que 
presentan potenciales dianas comunes asociadas al control del ciclo celular, 
senescencia, proliferación y melanogenesis. 
 
Se encontró un cambio global en el perfil de expresión de microRNAs, por una parte, la 
exposición a la L-Tirosina,  generó un 61% de microRNAs sub- expresados y un 39% 
sobre-expresados, frente a un 34% y 65% para BrdU respectivamente, sugiriendo en 
términos globales que para un mismo background genético expuesto a un estrés 
metabólico por la L-Tyr o a un estrés genotóxico por BrdU, se generan dos perfiles de 
expresión, que podrían explicar la reducción del crecimiento y los cambios en la 




Frente a evidencia que sugiera una expresión coordinada de microRNAs sobre blancos 
moleculares, la información es limitada, pues los modelos de co-expresión se concentran 
en genes (Henao JD, 2019; Leal et al., 2014), sin embargo, fueron aplicados para el total 
de microRNAs reportados y sugieren que redes de miRNAs con expresión coordinada 
estarían presentado blancos comunes, como, por ejemplo, varias de las redes de co-
expresión de microRNAs que tienen al factor de transcripción E2F2, ciclina D1 o p21.   
Como se esperaba, los resultados que aquí se presentan contrastan con reportes previos 
de perfiles de expresión de microRNAs ya obtenidos bajo estadios discretos de la 
progresión en melanoma. Por ejemplo, el miR-211 -5p, en este modelo, se reporta con 
expresión al alta para exposición a L-Tyr y en progresión tumoral donde tiende a la baja 
(Glud et al., 2010; Kozubek et al., 2013; S. Liu et al., 2012), o para miembros de la familia 
let-7a, sub-expresado tanto en L-Tyr como en BrdU o let-7b sobreexpresado en BrdU y 
reportado como regulador de ciclo celular en melanoma posiblemente a través de las 
ciclinas D1 y D3 y de la Cdk4 y asociado a la interferencia con el crecimiento 
independiente del anclaje (Schultz et al., 2008), o el miR-455, al alta en células B16 
expuestas a BrdU y a la baja en modelos de progresión tumoral (S. Liu et al., 2012; Sand 
et al., 2013). Estos hallazgos permiten sugerir la importancia de algunos microRNAs de 
los que se conoce su participación en la progresión tumoral como oncomiRs o miRs 
supresores tumorales en un posible mecanismo reversible de reprogramación tumoral a 
través de sus dianas, en procesos que incluyen la proliferación celular, la senescencia y 
la melanogénesis. 
Ahora bien, al parecer los cambios en la pigmentación inducidos, no son mutuamente 
excluyentes en cuanto a supresión del crecimiento celular se refiere, lo que apoya la idea 
de múltiples vías y redes de señalización que aunque alteradas en melanoma, estarían 
operando de forma diferencial para generar por un lado, reducción en la proliferación  
celular y por el otro, fenotipos de hiper e hipopigmentación, tal vez este último, como 
consecuencia del fenotipo asociado a senescencia por exposición a BrdU, evidencia 
ampliamente reportada en otros modelos donde la BrdU genera hipopigmentación 
(Garcia et al., 1979; Rauth, Hoganson, & Davidson, 1990; Wrathall et al., 1973). 
Precisamente el análisis de enriquecimiento funcional por vías KEGG para los 
microRNAs diferencialmente expresados mostró vías diametralmente comprometidas 
para cada fenotipo que refuerzan la hipótesis de microRNAs que operan en la regulación 
de vías de señalización bajo un estrés metabólico generado por la  exposición a L-Tyr 
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(PI3K/Akt, MAPK, mTOR, entre otros) y microRNAs con participación potencial en vías 
de respuesta a estrés genotóxico (p53, FoxO, Jak-STAT y alteración transcripcional en 
cáncer). 
Frente a la regulación de la pigmentación, los resultados presentados sugieren la 
participación de miR-211-5p, único miR sobreexpresado en el fenotipo hiperpigmentado y 
a la baja en el hipopigmentado, sin desconocer la eventual participación de otros 
microRNAs como miR-470-5p, miR-148-3p, miR-30d-5p y miR-27b-3p, que tienen por 
potenciales blancos moleculares a Mitf, Tyr y Tyrp1. Llamó la atención que la exposición 
a L-Tyr no afectara los niveles de expresión del gen y proteína de MITF, master regulador 
de la expresión de Tyr, Tyrp1 y Dct, pero para los niveles del mRNA de Tyr si se encontró 
aumento con significancia estadística, lo que sugiere una regulación adicional al factor de 
transcripción, posiblemente involucrando a miR-211-5p como ya ha sido reportado en 




Figura 5-1 Modelo esquemático que resume la posible asociación entre miRNAs y sus 
genes putativos en la pigmentación diferencial y la reducción de la proliferación inducidas 
en células B16F1 por exposición a L-Tyr y a BrdU.  
Se relacionan los miRNAs que mostraron expresión diferencial por Small RNAseq y 
fueron confirmados por RT-qPCR. Frente a los potenciales genes blanco de los miRNAs, 
asociados al control del ciclo celular, senescencia y melanogénesis, se mencionan los 
evaluados por RT-qPCR y varios de los establecidos por TargetScan o previamente 
reportados por la literatura. Algunas interacciones han sido omitidas para mayor claridad. 
M, G1, S, G2, representan mitosis y fases G1, S y G2 de interfase respectivamente. 
En lo que refiere al control del ciclo celular y la senescencia en melanoma, se ha 
reportado la participación de microRNAs con asociación funcional a través de diversos 
blancos moleculares en senescencia, que generalmente incluyen el control directo o 
indirecto sobre la vía p16INK4a y Rb (Dar et al., 2011; Glud et al., 2011; Noguchi et al., 
2012). No obstante, en células B16F1 de melanoma con senescencia inducida por BrdU, 
p16INK4a se encuentra truncada (Melnikova et al., 2004), lo que sugiere otras vías 
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involucradas, como por ejemplo el inhibidor p21, a través de la vía p53, así como, la 
regulación que miRs realizan sobre los mRNAs del mismo p21 y de la ciclina D1, Cdk2, 
Cdk4, Rb, y de la familia de factores de transcripción E2F. En la Figura 5-1 se presenta 
un modelo esquemático que resume la posible asociación entre miRNAs y sus genes 
putativos en la pigmentación diferencial y la reducción de la proliferación inducidas en 
células B16F1 por exposición a L-Tyr y a BrdU. 
Finalmente, existe evidencia reciente que sugiere una posible reprogramación 
epigenética por modificación transcripcional del perfil de expresión de microRNAs 
(Fattore et al., 2019), es posible que las células reprogramen, a través de la regulación 
coordinada de su transcriptoma, un fenotipo reversible de progresión tumoral o de 
reversión tumoral. Precisamente, en este modelo de supresión de crecimiento tumoral 
inducido y pigmentación diferencial, se presenta una posible respuesta coordinada frente 
al estímulo de estrés genotóxico o metabólico antes descrito, respuesta que involucra 
una reprogramación transcriptómica de mRNA, y de forma paralela, una reprogramación 
de los patrones de expresión globales de los miRNAs, que aunque con aparentes efectos 
de regulación pleiotrópica, facilitan la estabilización celular y dan explicación parcial de 
los cambios reportados en el control del ciclo celular, la senescencia y la melanogénesis; 
nuevos estudios deben ser realizados que permitan validar estos planteamientos.  
1.2 Recomendaciones 
 
Este trabajo pretende ampliar la visión de la participación de los miRNAs en condiciones 
de inducción y disminución de la pigmentación en la línea celular de origen tumoral B16 
por la exposición a L-Tyr y a BrdU, asociados con disminución de la proliferación celular 
por senescencia y diferenciación celular in vitro, sin embargo, se recomienda avanzar en 
la confirmación de algunos módulos o circuitos regulatorios presentados en la Figura 5-1. 
Para ello, de sugiere realizar los ensayos de gen reportero de la luciferasa para evaluar si 
el miR o un conjunto de miRs, tiene la capacidad de regulación sobre secuencias 
especificas del 3´UTR del mRNA blanco; asimismo se recomienda iniciar los ensayos 
funcionales en donde se intente responder la pregunta, cómo alterando la configuración 
del módulo o circuito regulatorio, en función de cambios en la expresión de un miR (o 
miRs) y/o del gen (genes), afecta de forma directa el fenotipo de reducción de la 
proliferación a pigmentación diferencial.  
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En esta línea de trabajo, considero que se debe ampliar la visión frente a los mecanismos 
de monitoreo, supervisión y control de la proliferación tumoral, el conocimiento de las 
bases moleculares de la senescencia, de la diferenciación celular y de la trasformación 
maligna en melanoma, se podrán generar estrategias más efectivas y selectivas de 

















A. Anexo: Evidencia sobre miRNAs 





Tabla suplementaria 1. Evidencia sobre miRNAs diferencialmente expresados en 
melanoma, algunos de sus mRNAs diana con confirmación experimental y procesos 
celulares comprometidos. 
En la tabla se relacionan 45 estudios donde se compara la expresión de miRNAs 
específicos en ensayos in vivo e in vitro. Para cada estudio se registra la procedencia y el 
número de muestras, el nombre del microRNA y su nivel de expresión, sobre (↑) o sub 
expresado (↓), el gen o genes diana del microRNA, los métodos empleados para la 
confirmación experimental, el proceso o procesos celulares asociados, su clasificación 
como oncomiR o miRNA supresor tumoral y si el estudio presentó evidencia asociada a 
explicar la expresión diferencial del microRNA. Abreviaciones: miRs: miRNAs; MC: 
melanoma cutáneo; NC: nevus común; PN: piel normal; RGP: crecimiento fase radial; 
VGP: crecimiento en fase vertical; NHEMs: melanocitos epidermales humanos normales, 
HEM-LP: Melanocitos epidermales humanos con pigmentación leve; NGS: Next 
Generation Sequencing; LP: pigmentación leve; MP: pigmentación media; DP: 
pigmentación oscura; aCGH: arreglos para hibridación genómica comparativa; MISH: 
Hibridación in situ de miRNAs. Notas: ** En el estudio de Margue et al., miR-211 en 
líneas celulares derivadas de MC no tiene efecto significativo sobre la migración e 
invasión, pero silenciamiento de la diana sí se asocia con cambios significativos en el 
fenotipo tumoral. *** Mecanismo asociado a hipermetilación de secuencias CpG corriente 
arriba del gen miR-18b y acetilación de histonas H3 y H4. **** Mecanismo asociado a un 
aumento en el número de copias del cluster miR-96, miR-183 y miR-182 en el locus 
7q31-34 que flanquea los oncogenes c-Met y BRAF frecuentemente amplificados en 
melanoma. ***** Disminución en el número de copias de DNA del miR. Regulación 
epigenética por hipermetilación del DNA y modificación de histonas asociada a la 
hipermetilación de la H3K27 por parte de EZH2. La expresión de miR-31 también se 
asocia con la alteración de los niveles de su represor EZH2 a través de la regulación de 















Métodos para la confirmación 







regulación del miR 
Autor año 
8 líneas celulares derivadas 
de MC primario (Mel Wei, Mel 
Juso, Mel Ho, Mel Ei) y 
metastásico (Mel Im, KMEL-
28,Mel Ju, HMB2) frente a 
cultivos de  NHEMs. 4 
muestras de pacientes  de  
MC primario. 
let-7a ↓ Integrina β3 En línea Mel Im, qRT-PCR de 
integrina β3 y let-7a transfectada 
o no con anti-miR let-7a, let-7a o 
siRNA de integrina β3. En la 
línea HMB2, ensayo del gen de 
la luciferasa con secuencia 
3´UTR del mRNA diana Integrina 




ND (Muller & 
Bosserhoff, 
2008) 
20 muestras de pacientes  
(10 nevus comunes y 10 de 
MC primario), dos líneas 
celulares derivadas de MC 
primario (SK-MEL-147 Y 
G361). 
let-7b ↓ Ciclina D1 
(CCND1) 
Ensayo del gen de la luciferasa. 
qRT-PCR de let-7b. Western blot 
e inmunofluorescencia de ciclina 
D1 en línea celular G361 




ND (Schultz et al., 
2008) 
140 muestras de pacientes 
(48 de nevus y 92 de MC 
primario). 6 líneas de MC y 
melanocitos humanos 
normales 
miR-18b ↓ MDM2 Ensayo de gen reportero 
luciferasa. qRT-PCR de mRNA y 
miR-18b. Transfección de miR-







(Dar et al., 
2013) 
Líneas celulares derivadas de 
melanoma RGP (WM1552C), 
melanoma VGP (WM793b) y 
MC metastásico  (A375 y 
MEL39) 
miR-21 ↑ TIMP3 qRT-PCR miR-21, western blot 
de proteína TIMP3 en las cuatro 
líneas celulares transfectadas o 




ND (Martin del 
Campo et al., 
2015) 
Línea celular derivada de 
melanoma de ratón B16 
PTEN, PDCD4, 
BTG2. 
En línea celular derivada de 
melanoma de ratón B16, qRT-
PCR para miR-21, western blot 
de proteínas diana bajo 




Asociado a la actividad 





59 muestras de pacientes de 
MC y sus correspondientes 
muestras de tejidos sanos. 5 
líneas celulares derivadas de 
melanoma (A375, B16F0, 
B16F10, HMCB, Hs695T). 
Línea celular derivada de 
riñón embrionario humano 
HEK293 para ensayos de gen 
reportero. 
miR-26b ↓ TRAF5 qRT-PCR para miR-26b en 
muestras de pacientes, tejidos 
sanos y líneas celulares de 
melanoma. qRT-PCR del mRNA 
diana TRAF5 y western blot en 
muestras de pacientes  y líneas 
celulares bajo condiciones de 
transfección con inhibidor o 
mimético del miR-26b. Ensayo 
de gen reportero luciferasa con 
secuencia 3´UTR de TRAF5 y 
transfección con mimético del 




ND (M. Li, Long, 














Métodos para la confirmación 







regulación del miR 
Autor año 
A375.En A375 Y B16F10, 
silenciamiento de TRAF5 con 
siRNA y análisis por western 
blot. 
6 líneas celulares derivadas 
de melanoma con mutación 
en BRAF-
V600E o V600D
, de las 
cuales, 3 derivadas de VGP 
(WM-115, WM-278, WM-793) 
y 3 de MC metastásico (WM-
239A, WM1617, 1205Lu). 2 
líneas celulares de 
melanocitos normales 






↓ FOSL1, CCDN1, 
ITGB3, LEF1, 
CCNE2. 
En el panel de líneas celulares, 
qRT-PCR de miRs 
seleccionados y mRNAs de las 
dianas moleculares. En línea 
celular WM-239A,  western blot 
de proteínas diana bajo 
transfección con miméticos de 
los miRs seleccionados 
individuales o mezclas de ellos y 
ensayo de gen reportero 
luciferasa para las dianas 
CCND1, ITGB3, CCNE2, LEF1, 
FOSL1 co-transfectados con 
miméticos de los miRs 
seleccionados individuales o 
mezclas de ellos. 








Asociado a la activación 
de la vía de 
señalización MAPKs 
(BRAF/MKK/ERK) 








↑ p21, MLPH, 
MLANA, p57 
17 líneas celulares derivadas 
de melanocitos o de MC (Mel-
57, SK-MEL-5, SK-MEL-28, 
A375, UACC62, D14, SK-
MEL-173, G361, MM603, SK-
MEL-94, Malme3M, SK-MEL-
31, SKMEL-24, SK-MEL-29, 
MM96L, MM576, MM603). 
Línea celular HEK293. 
Cohorte de 84 muestras de 
pacientes : Melanocitos 
primarios (n=2), nevus 
displásico (n=2), MC primario 
(n=9), MC metastásico 
(n=71). 
miR-31 ↓ Src, Rab27a, NIK, 
Met, RhoA 
En líneas derivadas de MC (Mel-
57 SK-MEL-66, Malme-3M, Me-
58, Mel-54, Mel -5A y 
melanocitos normales) aCGH. 
En el panel de líneas derivadas 
de MC, qRT-PCR del miR-31 y 
de los mRNAs diana y represor 
EZH2, western blot de proteínas 
diana y represor. En línea celular 
HEK293, ensayo del gen 
luciferasa con secuencia 3´UTR 
de mRNAs diana y transfectado 
con anti-miR-31 o miR-31 
mimético. En línea celular 
Malme-3M transfectada o no con 









Líneas celulares derivadas de 
MC (WM35 línea de MC 
primario con bajo potencial 
metastásico y líneas celulares 
A375, WM451 y SK-MEL-1 
de MC metastásico) con 
miR-33a ↓ HIF-1α Ensayo del gen de la luciferasa 
con secuencia 3´UTR de HIF-1α 
en línea celular HEK293 
transfectado con miR-33a 
mimético. qRT-PCR de miR-33a 
y mRNA y western blot de HIF-
Migración 
celular 














Métodos para la confirmación 







regulación del miR 
Autor año 
respecto a melanocitos 
humanos primarios. 
1α  con inhibidor o sobre-
expresión de miR-33a. 
14 muestras T2, N1, M0 y 14 
muestras vs 14 muestras  T2, 
N0, M0 
miR-125b ↓ ND qRT-PCR del miR-125b ND ND (Glud et al., 
2010) 
En líneas celulares de 
melanoma WM155, Wm266-
4. 
miR-125b ↓ ND Se asocia con regulación de la 
melanogénesis en estado 
estacionario. La expresión de 
miR-125b es inversamente 
proporcional a los niveles de 
pigmento y su expresión está 
regulada por la concentración de 
cAMP. Ensayos de RT-qPCR 
para e microRNA 
Pigmentación ND (Kim et al., 
2014) 
Muestras de MC primario, MC 
metastásico en nódulo 
linfático y línea celular 
derivada de MC (mel-Juso) 
miR-125b ↑ ND Hibridación in situ (ISH) y qRT-
PCR, ensayos formación de 
colonias y niveles de expresión 
ISH y WB de proteínas 
asociadas al control del ciclo 
celular con sobreexpresión de 
miR-125b en línea celular de 




ND (Nyholm et al., 
2014) 
9 líneas celulares derivadas 
de MC (5 líneas con mayor 
capacidad de migración e 
invasión en matrigel y 4 
líneas menos invasivas) 
 ↑ NEDD9 Ensayo de gen reportero 
luciferasa. qRT-PCR. 
Transfección con Inhibidores o 
miméticos de miR-125b, 
transfección de siRNA de NEDD, 
transfección lentiviral de TF4 
Migración e 
invasión 




3 líneas de MC primario 
(A375, Mel Juso) y línea de 
melanoma metastásico 
HMB2-5. NHEMs 
miR-125b ↓ c-jun En línea celular HMB2-5, ensayo 
del gen reportero luciferasa con 
secuencia 3´UTR del mRNA c-
jun, qRT-PCR del miR-125b y 
del mRNA diana y EMSA bajo 
tratamiento con inhibidores de 










5 muestras de pacientes (GR-
mel, ST-MEL, MR/C-mel, CN-
mel, CR-mel). 8 líneas 
celulares derivadas de MC 
(Me-1007, Mel-501, 
WM983A, Mel1402/R, 
A375M, Me665/1, Me1811, 
miR-
126/126* 
↓ ADAM9, MMP7 En líneas celulares derivadas de 
MC, NHEMs y en muestras de 
pacientes, qRT-PCR del miR 
126/126*. En línea A375M y 
Me665/1, qRT-PCR y western 
blot de las dianas moleculares 




















Métodos para la confirmación 







regulación del miR 
Autor año 
Me665/2). NHEMs transfección con miR-126/126* 
mimético o silenciamiento con 
shRNA para ADAM9 o MMP7. 
En línea A375M, ensayo gen 
reportero luciferasa con 
secuencia silvestre o mutada del 
3´UTR del mRNA de ADAM9 o 
MMP7 y co-transfección con 
mimético del miR-126/126*. 
20 muestras de pacientes de 
MC primario y sus 
correspondientes tejidos 
sanos adyacentes. 2 líneas 
celulares derivadas de MC 
(A375 y SK-MEL-1) y línea 
HEM. 
miR-135a ↑ FOXO1 qRT-PCR de miR-135a en 
muestras de pacientes y líneas 
celulares. En línea celular A-375 
y SK-MEL-1, qRT-PCR de 
mRNA FOXO1 y mRNAs de 
genes corriente abajo y western 
blot de proteína FOXO1 y otras 
proteínas corrientes abajo, bajo 
transfección o no de pre-miR-
135a o antigomiR-135a. En línea 
HEK293, ensayo de gen 
reportero luciferasa con 
secuencia 3´UTR de FOXO1 y 
transfección con mimético de 
miR-135a o antigomiR-135a. 
Proliferación y 
ciclo celular 
ND (Ren, Li, & Tu, 
2015) 
Líneas celulares derivadas de 
MC: 3 líneas de MC 
metastásico (WM1617, 
WM852, WM793) y 1 línea de 
MC no metastásico (A375) 
miR-137 ND MITF En línea A375, ensayo de gen 
reportero GFP con transfección 
de precursor del miR-137.  qRT-
PCR del miR-137 y de su diana 
MITF 
ND ND (Bemis et al., 
2008) 
Líneas celulares derivadas de  





↓ MITF En línea celular de melanoma 
MeWo, Mel501 y línea HEK293, 
ensayo de gen reportero 
luciferasa con secuencia 3´UTR 
de MITF y co-transfección con 
pre-miR y/o antimiR. En línea 
celular MeWo, qRT-PCR de 





ND (Haflidadottir et 
al., 2010) 
10 muestras de NHEMs, 29 
líneas celulares derivadas de 
MC estadio IV de progresión 
miR-137 ↓ c-Met y YB1 Ensayo del gen de la luciferasa 
en HEK293. qRT-PCR de 




ND (C. Luo et al., 
2013) 
9 líneas celulares derivadas miR-137 ND PAK2 En línea celular A549, SiLAD Proliferación y ND (Hao et al., 
 139 
 










Métodos para la confirmación 







regulación del miR 
Autor año 
de MC: 7 líneas Ma-Mel 
derivadas de pacientes con 
MC metastásico en estadio IV 
de progresión y 2 líneas SK-
MEL derivadas de MC 
metastásico. 
(Analysis de marcaje con 
35
S in 
vivo/ in vitro para proteómica 
dinámica). En línea celular Ma-
Mel-86b, ensayo de gen 
reportero luciferasa con 
secuencia 3´UTR del mRNA 
diana PAK2, qRT-PCR del 
mRNA PAK2 y western blot 
proteína diana bajo tratamiento 
con inhibidor de miR-137 y/o 
siRNA de PAK2. 
apoptosis 2015) 
30 muestras de pacientes de 
MC, 10 muestras de tejido de 
piel normal. 4 líneas celulares 
derivadas de MC (A2058, 
A375, A875, SK-MEL-5) y 2 
líneas derivadas de piel 
normal. 
miR-137 ↓ Kinasa Aurora A En línea A375 y SK-MEL-5, 
ensayo del gen reportero 
luciferasa con secuencia 3´UTR 
del mRNA Kinasa Aurora A. En 
líneas celulares de MC, qRT-
PCR del mRNA y western blot de 
la proteína diana transfectada 
con premiR-137 y/o re-expresión 





Zhang, Lian, & 
Zhu, 2016) 
Línea celular de MC 
metastásico WM 451 y línea 
celular de melanocitos 
humanos normales  HM 
miR-138 ↓ HIF-1α En línea celular  WM451, qRT-
PCR de miR-138, mRNA de HIF-
1α y western blot de la proteína 
HIF-1α  bajo transfección con 
miméticos de miR-138, siRNA de 





ND (Y. Chen et al., 
2016) 
Línea tumoral B16F1 de 




↓ ND Diferencialmente expresados en 
línea celular de melanoma 
murino B16 posterior al 
Tratamiento con BrdU y que 
tendrían como blanco potencial a 
la ciclina D1 
Proliferación y 
control del ciclo 
celular 
ND (Flórez Vargas 
& Gomez, 
2008) 
72 muestras de pacientes de 
melanoma en diferentes 
estadios de progresión (40 
hombres y 32 mujeres) y 10 
muestras de donantes sanos. 
5 líneas celulares de MC (A-
375, 1205Lu, UACC903, 
CHL-1, SK-MEL-5). 
miR-143 ↓ Syn-1 qRT-PCR de miR-143 en 
muestras de pacientes y líneas 
celulares. En línea celular A-375 
y SK-MEL-5, qRT-PCR de 
mRNA Syn-1 y western blot de 
proteína Syn-1 bajo transfección 
o no de pre-miR-143 o 
antigomiR-143. En línea 
HEK293, ensayo de gen 
reportero luciferasa con 
Proliferación, 
ciclo celular y 
apoptosis 














Métodos para la confirmación 







regulación del miR 
Autor año 
secuencia 3´UTR de Syn-1 y 
transfección con mimético de 
miR-143 o antigomiR-143. 
14 líneas celulares derivadas 
de MC frente a cultivos de 
melanocitos humanos. 97 
muestras de pacientes  (19 
de nevus, 22 de MC primario 
y 58 de MC metastásico) 
miR-182 ↑ FOXO3/MITF ISH de muestras de pacientes , 
qRT-PCR, western blot de 
proteínas diana, ensayo de gen 
luciferasa y transfección con sh-






(Segura et al., 
2009) 
16 muestras de pacientes (8 
de nevus común y 8 de MC 
metastásico). 3 líneas 
celulares derivadas de MC 
metastásico (Malme-3M, SK-
MEL-28 Y SK-MEL-5) 
miR-193b ↓ Ciclina D1 
(CCND1) 
Ensayo de gen reportero 
luciferasa. qRT-PCR de mRNA 
ciclina D1 y miR-193b. 
Transfección en líneas celulares 
derivadas de MC metastásico de 
miR-193b o Ciclina D1 y análisis 




ND (J. Chen et al., 
2010) 
2 líneas celulares derivadas 
de MC metastásico Mewo y 
A2058 y melanocitos 
epidermales humanos HEMs-
LP 
miR-203 ↓ KIF5b Ensayo de gen reportero 
luciferasa. qRT-PCR y western 
blot de mRNA y proteína KIF5b 
bajo transfección o no con 
inhibidor o mimético de miR-203, 
transfección de siRNA de KIF5b. 
Proliferación 
celular 
ND (Noguchi et al., 
2014) 
67 muestras de pacientes (20 
de nevus, 20 de MC primario 
y 27 de MC metastásico). 
Líneas celulares derivadas de 
MC primario y metastásico 
(WM3211, DO4, WM278, 
1205Lu, Lox) y melanocitos 
humanos normales. 
miR-205 ↓ E2F1/E2F5 Microarreglos de microRNA 
(cohorte de 5 muestras por 
grupo nevus, MC primario, MC 
metastásico).  Ensayo de gen 
reportero luciferasa para miR-
205 y E2F1 y E2F5. qRT-PCR 
de mRNA E2F1/5, y moléculas 
de la vía AKTy qRT-PCR de 
miR-205. Transfección de miR-





ND (Dar, Majid et 
al. 2011) 
30 muestras de pacientes (10 
de nevus común, 10 de MC 
primario y 10 de MC 
metastásico en ganglio 
linfático). Líneas celulares 
derivadas de melanoma RGP 
(WM35), VGP (WM793), MC 
metastásico (WM115A-
1205Lu) con respecto a línea 
celular de melanocito 
miR-205 ↓ ZEB1/2 Ensayo de gen reportero 
luciferasa. qRT-PCR de mRNA y 
miR-205. Transfección lentiviral 
de miR-205 con la proteína GFP 
a líneas celulares de melanoma. 
Migración e 
invasión. 




progresiva de islas CpG 
cercanas al locus del 
miR (1q32.2) 














Métodos para la confirmación 







regulación del miR 
Autor año 
derivada de prepucio. 
52 muestras de pacientes de 
pacientes: NC (n=11), MC 
primario (n=20), MC 
metastásico (n=21). 15 líneas 
celulares: derivadas de MC 






↓ ZEB1 En muestras de pacientes, 
microarreglos de miRNAs y 
confirmación del nivel de 
expresión de miR-200c y miR-
205, para la misma cohorte de 
muestras por qRT-PCR. En línea 
A375, qRT-PCR para nivel de 
expresión de los mRNAs diana 
ZEB2 bajo transfección con 




ND (Y. Xu et al., 
2012) 
6 líneas celulares derivadas 
de MC primario y metastásico 
respectivamente: (WM35-
WM9), (FM55/P-FM55/M), 
(IGR39-IGR37); 1 línea 
metastásica amelanotica 
(A375) y 3 líneas 
metastásicas (1102, MeWo, 
Mel Im); 1 línea derivada de 
MC primario (Mel Juso). 
NHEMs derivadas de un 
adulto sano y NHEMs-M2-F1 
(LP), NHEMs-M2-F2 (MP), 
NHEMs-M2-F3 (DP) 
derivadas de prepucio 
neonatal. Línea celular 
HEK293T. Muestras de 
pacientes  de MC primario 
(n=9), metastásico (n=12) y 
NC (n=4). 
miR-211 ↓ SERINC3, IGFBP5, 
AP1S2, RAB22A 
Microarreglos de miRNAs y de 
mRNAs. qRT-PCR de miR-211 
en muestras de pacientes 
tumorales y en líneas celulares 
de MC con respecto a su 
contraparte nevus común o 
NHEMs respectivamente. En 
líneas celulares, qRT-PCR de los 
mRNAs diana del miR-211 co-
transfectadas o no con mimético 
del miR-211. En la línea A375, 
ensayo de gen reportero 
luciferasa con secuencias 3´ 
UTR de los mRNAs diana y 




Asociado al factor de 
transcripción MITF 
(Margue et al., 
2013) 
51 líneas celulares derivadas 
de MC   y NHEMs 
BRN2 En líneas celulares derivadas de 
melanoma MM253 y MM415, 
ensayo del gen reportero 
luciferasa con secuencia 3´UTR 
silvestre o mutada para dos 
sitios de unión y transfectada 
con miR-211. En líneas de 
melanoma C32, HT144 y 
MM229, qRT-PCR de mRNA 
diana BNR2 y western blot de la 
proteína bajo transfección 














Métodos para la confirmación 







regulación del miR 
Autor año 
lentiviral de miR-211. 
4 variantes celulares 
altamente metastásicas 
derivadas de la línea parental 
con baja capacidad 
metastásica A375 tras 
repetidos pasajes en ratones 
(MA-1, MA-2, MC-1, MC-2). 
Muestras de pacientes  de 
melanoma in situ (n= 13), 
melanoma primario (n=57), 
melanoma metastásico 
(n=18) y cultivo primario de 
melanocitos humanos 
normales. 
miR-214 ↑ Directamente sobre 
TFAP2C/ITGA3 e 
indirectamente 
sobre 65/119  
proteínas de 
superficie celular 




En línea celular MA-2 y MC-1, 
qRT-PCR de miR-214 y mRNAs 
(ITGA3 y TFAP2C), western blot 
de proteínas diana bajo 
transfección con premiR-214 y 
ensayo de gen reportero 
luciferasa para las dianas 
mRNAs (ITGA3 y TFAP2C) co-
transfectados con premiR-214 







(Penna et al., 
2011) 
6 líneas celulares derivadas 
de MC con mutación en 
BRAF
V600E
: WM35 derivada 
de RGP y WM 115 derivada 
de VGP; 4 líneas derivadas 
de MC metastásico (SK-MEL-
28, Mel 928, Mel Ju, 451 Lu). 
2 líneas celulares derivadas 
de MC metastásico, SK-MEL-
2 con mutación en NRAS
Q61R
 
y Hs294T con BRAF y NRAS 
silvestre. NHEMs 
miR-340 ↑ ND En el panel de líneas celulares 
derivadas de MC, qRT-PCR de 
miR-340. qRT-PCR de mRNAs y 
western blot de proteínas de la 
vía de señalización 
RAS/BRAF/MAPK, bajo 










92 muestras de pacientes  de 
MC recurrentes y no 
recurrentes, líneas celulares 




miR-382 ↓ CTTN, ARPC2, 
RAC1 
En líneas celulares SK-MEL-28 
Y 501MEL, microarreglos de 
miRNAs, qRT-PCR para mRNA 
y miRNAs y western blot de 
proteína diana bajo sobre-
expresión de miR-382. En línea 
celular HEK293T, ensayo del 
gen reportero luciferasa con 
secuencia 3´UTR de los mRNA 
diana bajo transfección del 




ND (Hanniford et 
al., 2015) 
19 muestras de pacientes 
para construcción de librerías 
NGS (MC primario, PN y NC). 




↓ ND. Pero asociado 
a fenotipo 
amelanótico 
NGS (small RNA-seq) y qRT-
PCR para muestras de pacientes 
y líneas celulares derivadas de 
melanoma. En línea celular 
WM983A transfectada con 
Migración e 
invasión 














Métodos para la confirmación 







regulación del miR 
Autor año 
confirmación por qRT-PCR:  
PNl (n=19), NC (n=16), 
melanoma in situ (n=18), MC 
primario (n=30). 8 líneas 
celulares derivadas de 
melanoma (A375SM, A2058, 
A375P, C32, WM983A, 
WM278, WM35, WM1552C). 
9 muestras de cultivo primario 
de melanocitos normales. 
Para MISH 23 biopsias: PN 
(n=3), NC (n=10), MC 
primario (n=10). 
premiR-451a-1, análisis de 
invasión i migración celular. 
33 muestras de pacientes de 
pacientes con melanoma 
metastásico. Muestras de 
pacientes de piel sana de 14 
donantes voluntarios. Panel 
de 5 líneas celulares 





↑ Rab33a, CDH1, 
CDH3 CDKN2A, 
DKK3, BAD. 
TLDA y sistema de matrices 
dinámicas de micro fluidos para 
el cluster miR-506-514 (506, 
507, 508, 509, 510, 513 y 514) 
en muestras de melanoma, tejido 
normal, líneas celulares 
derivadas de MC y melanocitos 
normales. qRT-PCR de mRNAs 
dianas bajo transfección del 






ND (Streicher et 
al., 2012) 
Análisis de un panel de 366 
miRNAs en la línea celular 
derivada de melanoma 
maligno Malme-3M con 
respecto a la línea de piel 
normal Malme-3. Análisis de 
datos de expresión para el 
miR-524-5p obtenidos desde 
muestras de pacientes  de 
melanoma con respecto a 
tejidos normales previamente 
publicados en GEO database 
(GSE20994 y GSE31568) 
miR-524-
5p 
↓ BRAF/ERK2 Ensayo del gen de la luciferasa 
con secuencia 3´UTR de los 
mRNA BRAF y ERK2 o 
secuencias mutadas en HEK293 
transfectado con miR-524-5p 
mimético o su correspondiente 
antimiR. qRT-PCR de miR-33a y 
mRNA y western blot de mRNAs 
diana en presencia de inhibidor o 





Asociado a la activación 
de la vía MAPK 
(S. M. Liu, Lu, 
Lee, Chung, & 
Ma, 2014) 
Muestras de pacientes de MC 
(n=11) y sus 
correspondientes tejidos de 
piel normal (n=11). 2 líneas 
celulares derivadas de MC 
metastásico A375 y SK-MEL-
miR-573 ↓ MCAM qRT-PCR de miR-573 y western 
blot de proteína MCAM en línea 
celular A375 transfectada con 
pre-miR-573 o MCAM-HA. 
Ensayo del gen luciferasa con 



















Métodos para la confirmación 







regulación del miR 
Autor año 
2. transfección con pre-miR-573 en 
línea A375 
Muestras de pacientes de MC 
(n=8), NC (n=2) y 
melanocitos (n=2). Línea 
celular de melanocitos 
epidermales normales y 7 
líneas de MC (A375S2, A7, 
MeWo, RPMI-7951, SK-MEL-
5, SK-MEL-24, SK-MEL-28). 
Cohorte independiente de 21 
muestras de pacientes : NC 
(n=8) y procedentes de MC 
(n=13) 
miR-664 ↓ PLP2 Microarreglos de miRNAs para 
muestras de pacientes de NC y 
MC. En líneas celulares de MC, 
qRT-PCR de miR-664 y mRNA 
diana PLP2, western blot de 
proteína PLP2 y de otras 
proteínas corriente abajo de la 
vía PI3K/AKT. Transfección con 
mimético o inhibidor del miR-
664. En A375S2 y SK-MEL-28, 
ensayo de gen reportero 
Luciferasa o GPF con 
secuencias silvestre o mutada 
3´UTR de PLP2 co-transfectada 




ND (Z. Ding et al., 
2015) 
6 líneas celulares derivadas 
de MC (SK-MEL-28, WM115, 
UACC257, A375, A7, MeWo). 
Melanocitos epidermales 
humanos primarios. 8 
muestras de pacientes  
independientes de tejido 
tumoral y su correspondiente 
tejido adyacente. 
miR-769 ↑ GSK3B qRT-PCR de miR-769 y mRNA 
diana en líneas celulares y 
muestras de pacientes. En línea 
A375, western blot de proteína 
diana bajo transfección con 
precursor o inhibidor del miR-769 
y ensayo de gen reportero 
Luciferasa co-transfectados con 
premiR-769 y secuencia 3´UTR 




ND (Qiu et al., 
2016) 
Cohorte de 24 muestras de 
pacientes: MC primario (n=7), 
MC ganglio linfático (n=9), 
MC metastásico (n=8). 
Cohorte de 65 muestras de 
pacientes: MC primario 
(n=23) y MC metastásico 
(n=45). 9 líneas celulares 
derivadas de  MC (HT144, 
1F6, MeWo, SK-MEL-147, 
SK-MEL-19, SK-MEL-28, SK-
MEL-29, A375, BRO) y 
melanocitos primarios (n=3). 
miR-638 ↑ TP53INP2 Microarreglos de miRNAs y 
mRNAs, qRT-PCR para mRNA 
TP53INP2 y microRNA-638 y 
western blot de la proteína en 
línea celular SK-MEL-147 
transfectada con miR-638 
mimético. Ensayo del gen 
reportero luciferasa con 
secuencia 3´UTR del mRNA 
TP53INP2 y transfección con 
miR-638 mimético en línea 
celular SK-MEL-147.  y   western 
blot de proteínas diana bajo 







negativa entre el factor 
de transcripciónTFAP2A 
y el miR-638. 
(Bhattacharya 
et al., 2015) 
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Métodos para la confirmación 







regulación del miR 
Autor año 
precursor del miR-382 
61 muestras de pacientes (37 
de MC primario y 20 de nevus 
común). Líneas de MC 
(1205Lu, A375, Lox, 
Mamel66a, Mamel103b, 
C8161,9) y HEMs. 
miR-1280 ↓ Src qRT-PCR de miR-1280 y mRNA 
y western blot de Src en 
muestras de pacientes y líneas 
celulares. Ensayo del gen 
reportero luciferasa con 
secuencia 3´UTR de Src y 
transfección con miR-1280 en 
líneas celulares de melanoma 













B. Anexo: Enriquecimiento funcional 
usando vías de señalización KEGG 
sobre redes de regulación génica entre 







Tabla suplementaria 2 Enriquecimiento funcional usando vías de señalización KEGG sobre redes de regulación génica entre 
miRNAs y sus blancos moleculares 
Obtenidas a través de miRNet en células B16F1 expuestas a L-Tirosina 5 mM con respecto a células no expuestas. Los hits 
corresponden al número de genes para cada una de las vías señaladas y el valor p hace referencia a la significancia estadística (p 
<0.05) una vez aplicado el test hipergeométrico. 
Nombre de la 
vía 






Gng2, Col4a4, Col4a3, Runx1t1, Ctbp2, Slc15a1, Tpm3, Lpar3, Col4a5, Cybb, Pdgfb, Rac2, Ret, gfb2, Adcy1, Hif1a, 
Dapk1, Akt1, Apc2, E2f1, Bmp2, Braf, Fgf10, Cblb, Ccnd1, Fzd4, Cebpa, Mmp9, Col4a1, Col4a2, Crkl, Runx1, Cxcl12, 
Dcc, Igf1, Ikbkg, E2f2, Egfr, Egln2, Kit, Kras, Pik3r1, Fadd, Pparg, Fas, Myc, Pdgfrb, Gng7, Vegfa, Nras, Jun, Stat3, 
Mapk9, Smad4, Rhoa, Casp8, Cdh1, Gpi1, Csf3r 
Focal adhesion 36 0.0000214 
Col4a4, Col4a3, Itga9, Slc15a1, Elmo2, Pak6, Col4a5, Comp, Itgb3, Itgb4, Pdgfb, Rac2, Akt1, Braf, Cav2, Ccnd1, Fyn, 
Col1a1, Col1a2, Col2a1, Col3a1, Col4a1, Col4a2, Crkl, Igf1, Egfr, Elk1, Pik3r1, Pdgfrb, Tln2, Vegfa, Jun, Pdpk1, 




Itgb3, Lmna, Tgfb2, Hif1a, Akt1, Ank2, Braf, Camk2a, Camk2g, Cav2, Cblb, Ccnd1, Fzd4, Mmp9, Col1a1, Col1a2, 





Ereg, Slc15a1, Pak6, Akt1, Braf, Camk2a, Camk2g, Cblb, Crkl, Egfr, Elk1, Kras, Pik3r1, Myc, Gab1, Nras, Jun, Mapk9, 
Gpi1, Abl2 
Axon guidance 23 0.000514 
Slc15a1, Ube2j2, Lrrc4c, Rnd1, Pak6, Rac2, Ablim1, Epha4, Fyn, Cxcl12, Dcc, Efna5, Ephb3, Kras, Robo1, Nfatc3, 





Slc15a1, Akt1, Bdnf, Braf, Camk2a, Camk2g, Camk4, Ntrk2, Crkl, Kras, Pik3r1, Map3k1, Ptpn11, Gab1, Irak1, Irak2, 




45  0.000602  
Gng2, Col4a4, Col4a3, Itga9, Csf1, Slc15a1, Lpar3, Col4a5, Comp, Itgb3, Itgb4, Lmna, Nos3, Pdgfb, Akt1, Ifnar1, 
Fgf10, Ccnd1, Col1a1, Col1a2, Col2a1, Col3a1, Col4a1, Col4a2, Ddit4, Igf1, Ikbkg, Efna5, Egfr, Kit, Kras, Pik3r1, Myc, 
Pdgfrb, Mcl1, Gng7, Vegfa, Nras, Pdpk1, Ppp2r2c, Ywhag, Ywhab, Gpi1, Csf3r, Creb1 
FoxO signaling 
pathway 
23  0.000643  
Tnfsf10, Irs4, Slc2a4, Tgfb2, Grm1, Akt1, Braf, Ccnd1, Csnk1e, Homer1, Igf1, Egfr, Kras, Pik3r1, Prkab1, Setd7, Nras, 




35  0.000829  
Mapk8, Mtss1, Pdgfb, Rac2, Tgfb2, Daxx, Akt1, Dusp16, Dusp8, Bdnf, Braf, Fgf10, Map3k14, Ntrk2, Crkl, Ikbkg, 







23  0.00107  
Slc15a1, Lifr, Acvr1b, Akt1, Id1, Apc2, Bmp2, Fzd4, Igf1, Il6st, Kras, Pik3r1, Myc, Zfhx3, Nras, Jarid2, Smad9, Sox2, 
Stat3, Smad4, Tcf3, Smad5, Gpi1 
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Nombre de la 
vía 
Hits Pval Genes 
Ras signaling 
pathway 
32  0.00117  
Gng2, Csf1, Mtss1, Pak6, Pdgfb, Rac2, Akt1, Ets1, Ets2, Brap, Fgf10, Igf1, Ikbkg, Efna5, Egfr, Elk1, Kit, Kras, Ksr2, 
Pik3r1, Ptpn11, Pdgfrb, Gab1, Gng7, Vegfa, Grin2b, Nras, Mapk9, Nf1, Rhoa, Gpi1, Abl2 
Rap1 signaling 
pathway 
30  0.00161  
Csf1, Prkd3, Lpar3, Itgb3, Pdgfb, Rac2, Adcy1, Akt1, Id1, Braf, Fgf10, Prkcz, Gnao1, Crkl, Ctnnd1, Igf1, P2ry1, Efna5, 




13  0.00215  4921505C17Rik, Hif1a, Akt1, Braf, Ddit4, Igf1, Pik3r1, Vegfa, Rictor, Rragc, Pdpk1, Rragb, Ulk1 
Melanoma 14  0.00285  Pdgfb, Akt1, E2f1, Braf, Fgf10, Ccnd1, Igf1, E2f2, Egfr, Kras, Pik3r1, Pdgfrb, Nras, Cdh1 
MicroRNAs in 
cancer 
35  0.00303  
EZH2, Itgb3, Pdgfb, Tgfb2, Apc2, Dnmt1, Dnmt3a, Dnmt3b, E2f1, Ccnd1, Mmp9, Crkl, Ddit4, E2f2, Egfr, Kras, Myc, 
Pdgfrb, Mcl1, Mdm4, Gls, Vegfa, Hmga2, Nras, Rdx, Sirt1, Trim71, Timp3, Reck, Stat3, Prkce, Slc7a1, Ube2i, Rhoa, 
Gpi1 




17  0.00442  Mtss1, Pdgfb, Rac2, Hif1a, Akt1, Egfr, Kras, Pik3r1, Pdgfrb, Nras, Jun, Ppap2b, Slc44a2, Pdpk1, Mapk9, Lypla1, Gpi1 
Wnt signaling 
pathway 
21  0.00728  
Ctbp2, Slc15a1, Trim39, Rac2, Csnk1a1, Apc2, Camk2a, Camk2g, Ccnd1, Fzd4, Csnk1e, Cul1, Myc, Prickle2, 
Map3k7, Tbl1xr1, Nfatc3, Jun, Mapk9, Smad4, Rhoa 
ECM-receptor 
interaction 




19  0.0102  
Ccna2, Irs4, Slc2a4, Akt1, Camkk2, Ccnd1, Igf1, Pik3r1, Pparg, Prkab1, Map3k7, Scd2, Sirt1, Pdpk1, Ppp2r2c, Rab14, 
Ulk1, Rab11b, Creb1 
Insulin 
resistance 
17  0.0112  









18  0.0139  





20  0.0139  
Cxcr2, Lpar3, Mtss1, Pdgfb, Grm1, Adcy1, Akt1, Fyn, Egfr, Kit, Kras, Pik3r1, Ptpn11, Pdgfrb, Gab1, Nras, Ppap2b, 




25  0.0139  
Gng2, Ccl9, Cxcr2, Slc15a1, Adrb1, Rac2, Grk4, Cx3cl1, Adcy1, Akt1, Braf, Prkcz, Crkl, Cxcl12, Ikbkg, Elmo1, Kras, 
Pik3r1, Gng7, Nras, Stat3, Rhoa, Xcr1, Gpi1, Cxcl11 
Glutamatergic 
synapse 
17  0.0139  
Gng2, Mtss1, Slc17a8, Adrb1, Grik3, Grm1, Adcy1, Glul, Gnao1, Gria1, Gria3, Homer1, Kcnj3, Gls, Gng7, Grin2b, 
Slc1a1 
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Nombre de la 
vía 
Hits Pval Genes 
Dopaminergic 
synapse 
19  0.0139  
Gng2, Slc15a1, Comt, Mak, Maoa, Akt1, Camk2a, Camk2g, Gnao1, Gria1, Gria3, Scn1a, Drd3, Kcnj3, Gng7, Grin2b, 





31  0.0146  
Ccl9, Cxcr2, Il18r1, Il17ra, Tnfsf10, Il11, Il10rb, Csf1, Tnfrsf10b, Il21, Il5ra, Lifr, Pdgfb, Tgfb2, Acvr1b, Cx3cl1, Ifnar1, 
Bmp2, Ifngr2, Cxcl12, Il13, Il6st, Egfr, Kit, Fas, Pdgfrb, Il1rap, Vegfa, Xcr1, Csf3r, Cxcl11 
HIF-1 signaling 
pathway 




21  0.0191  
Il11, Il10rb, Il21, Il5ra, Lifr, Ptpn2, Akt1, Ifnar1, Ccnd1, Ifngr2, Il13, Il6st, Pik3r1, Myc, Ptpn11, Mcl1, Stam, Stam2, 
Stat3, Gpi1, Csf3r 
TNF signaling 
pathway 
16  0.0191  Il18r1, Csf1, Cx3cl1, Akt1, Map3k14, Cflar, Mmp9, Ikbkg, Pik3r1, Fadd, Fas, Map3k7, Jun, Mapk9, Casp8, Creb1 
Long-term 
potentiation 




22  0.0261  
Runx1t1, Six4, Etv6, Per2, Trio, Hist1h2ac, Pax2, Cebpa, Mmp9, Mycn, Gria3, Runx1, Igf1, Pparg, Myc, Tspan7, 
Hmga2, Hoxa9, Mef2c, Runx2, Tcf3, Whsc1 
p53 signaling 
pathway 




18  0.0383  
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Tabla suplementaria 3  Enriquecimiento funcional usando vías de señalización KEGG sobre redes de regulación génica entre 
miRNAs y sus blancos moleculares 
Obtenidas a través de miRNet en células B16F1 expuestas a BrdU 2,5 µg. mL-1 con respecto a células no expuestas. Los hits 
corresponden al número de genes para cada una de las vías señaladas y el valor p hace referencia a la significancia estadística (p 
<0.05) una vez aplicado el test hipergeométrico. 
Name Hits Pval Genes 
p53 signaling pathway 12 0.00502 Atm, Cdc25c, Cybb, Serpine1, Bbc3, Ccnd1, Fas, Pten, Zmat3, Pmaip1, Casp8, Sfn 
Pathways in cancer 36 0.00611 
Runx1t1, Ctbp2, Tpm3, Lpar3, Arhgef11, Cybb, Gli3, Prkacb, Tgfb2, Csf3r, Hif1a, Dapk1, Akt3, 
Apc2, Appl1, E2f1, Bmp2, Ccnd1, Mmp9, Col4a1, Runx1, Dcc, E2f2, Egfr, Rb1, Fas, Fasl, 
Pten, Max, Gnb4, Nras, Jun, Casp8, Cdh1, Gpi1, Cebpa 
FoxO signaling pathway 16 0.0175 





Il18r1, Il17ra, Il11, Tnfrsf1b, Csf1, Csf2rb, Xcr1, Dkc1, Il21, Hinfp, Lifr, Tgfb2, Csf3r, Ifnar1, 
Ifngr2, Il13, Bmp2, Il10, Egfr, Fas, Fasl, Tnfrsf10b 




Il11, Csf2rb, St6galnac6, Il21, Hinfp, Lifr, Csf3r, Akt3, Ifnar1, Ifngr2, Il13, Ccnd1, Il10, Pias3, 
Mcl1, Gpi1 
Transcriptional 
misregulation in cancer 
17 0.049 
Runx1t1, Six4, Atm, Trio, Irf1, Pax3, Cdk9, Mmp9, Runx1, Max, Hmga2, Hoxa9, Runx2, Tcf3, 
Whsc1, Zeb1, Cebpa 
256 KEGG Pathway 169/1560     
 
962 Nodes 
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Tabla suplementaria 4 Enriquecimiento funcional usando vías de señalización KEGG sobre redes de regulación génica entre 
miRNAs y sus blancos moleculares 
Obtenidas a través de miRNet en células B16F1 expuestas a BrdU 2,5 µg. mL-1 con respecto a células expuestas a L-Tyr 5mM. Los 
hits corresponden al número de genes para cada una de las vías señaladas y el valor p hace referencia a la significancia estadística 
(p <0.05) una vez aplicado el test hipergeométrico. 
Name Hits Pval Genes 
Pathways in cancer 42 0.00000764 
Csf1, Psmd9, Lpar3, Arsb, Prkacb, Ret, Tgfb1, Tgfb2, Csf3r, Adcy1, Apc, Apc2, Appl1, 
E2f1, Arnt, Cdkn1b, Cblb, Mmp9, Runx1, Kitl, Stat1, E2f2, E2f3, Ep300, Kit, Pik3r1, Rb1, 
Pparg, Fasl, Pten, Gnaq, Gnb4, Gng12, Itgb1, Pik3r3, Mapk9, Smad4, Sos1, Smad3, 
Hif1a, Bmp2, Cebpa 
FoxO signaling pathway 21 0.0000186 
Prkaa2, Irs4, Tgfb1, Tgfb2, Cdkn1b, Bcl2l11, Bcl6, Bnip3, Csnk1e, Homer1, Il10, Ep300, 
Pik3r1, Fasl, Pten, Pik3r3, Mapk9, Smad4, Sos1, Smad3, Prkaa1 




Mthfd2, Fli1, Tgfb1, Tgfb2, Bmpr1a, Ep300, Smad4, Tnfk, Smad7, Smad5, Smad3, 
Bmp2, Smad9 
MicroRNAs in cancer 26 0.00336 
Arsb, Tgfb1, Tgfb2, Apc, Apc2, E2f1, Cdkn1b, Bcl2l11, Mmp9, Ddit4, E2f2, E2f3, Ep300, 





Csf1, St6galnac6, Il21, Arsb, Lifr, Csf3r, Ifnar1, Ifngr2, Il13, Il10, Stat1, Ep300, Pias3, 
Pik3r1, Pik3r3, Socs6, Socs7, Sos1 
Glutamatergic synapse 14 0.00744 
Prkacb, Adcy1, Gnao1, Gria4, Grin3a, Homer1, Gnaq, Gnb4, Gng12, Slc1a1, Gria2, 




Ccl9, Cxcr2, Il18r1, Cx3cr1, Mthfd2, Csf1, Xcr1, Il21, Lifr, Tgfb1, Tgfb2, Csf3r, Ifnar1, 
Ifngr2, Il13, Bmpr1a, Kitl, Il10, Kit, Fasl, Tnfrsf21, Tnf, Bmp2 
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Name Hits Pval Genes 
Cell cycle 13 0.0324 




of stem cells 
14 0.0324 










Cdc23, 3110006E14Rik, Fbxw11, Cblb, Ube2q1, Ube2ql1, Pias3, Map3k1, Huwe1, 
Ube2l3, Ube2n, Ube2k, Uba1y, Fbxw7 
Wnt signaling pathway 14 0.0354 
Prkacb, Apc, Apc2, Fbxw11, Csnk1e, Ep300, Prickle2, Nfatc3, Serpinf1, Ppp3r1, Mapk9, 
Smad4, Sfrp1, Smad3 
Axon guidance 13 0.0354 
Mobkl1b, Ablim1, Epha4, Efna5, Epha7, Ephb2, L1cam, Itgb1, Nfatc3, Sema6d, Ppp3r1, 
Sema6a, Unc5c 










C. Anexo: Análisis preliminar del 
nivel de expresión de miRNAs 
diferencialmente expresados en 
células B16F1 y definición del 







Figura Suplementaria 1 Análisis preliminar del nivel de expresión de miRNAs 
diferencialmente expresados en células B16F1 a lo largo de las muestras.  
Expuestas a L-Tyr 5 mM (A y B), BrdU (C y D) o BrdU 2,5 µg. mL-1 con respecto a L-Tyr 






Figura Suplementaria 2 Definición de un umbral de similitud para la construcción de la 
matriz de adyacencia en la red de co-expresión de miRNAs. 
En L-Tyr 5 mM (A y B), BrdU (C y D) y BrdU 2,5 µg. mL-1 con respecto a L-Tyr (D y F). 
Este umbral se escogió comparando el coeficiente de agrupamiento de la red obtenida 
(C) y el coeficiente de agrupamiento esperado para una red aleatoria (Co), con valores (τ) 





D. Anexo: Listado de primers para 
genes y microRNAs usados en RT-
qPCR y RT-qPCR stem loop y 
construcción de las estructuras stem 




Tabla suplementaria 5 Listado de primers para genes y microRNAs usados en RT-qPCR y RT-qPCR stem loop y construcción de 
las estructuras stem loop para los miRs seleccionados. 
Nombre del Gene - 
miRNA  
Sentido Secuencia (5´ to 3´) Temperatura de 
Annealing (ºC) 
Factor de transcripción 
asociado a microftalmia 
(Mitf) 
Forward agg acc ttg aaa acc gac ag 59 
Reverse gtg gat ggg ata agg gaa ag 
Tirosinasa (Tyr) Forward agc ctg tgc ctc ctc taa 56 
Reverse agg aac ctc tgc ctg aaa 
Proteína 1 relacionada 
con la tirosinasa (Tyrp1) 
Forward cga tac cct ggg aac act 56 
Reverse tac acg gac ctc caa gca 
Dopacromo 
 Tautomerasa (Dct) 
Forward cca acg ctg att agt cgg a 57 
Reverse gaa gaa ggg agg gct gtc a 
Inhibidor 1A de 
quinasas dependientes 
de ciclinas  (p21) 
Forward aac atc tca ggg ccg aaa ac 68 
Reverse taa gac aca cag agt gag gg 
Ciclina D1 (CCnd1) Forward tgc atg ttc gtg gcc tct aa 65 
Reverse ctt gcg gat ggt ctg ctt gt 
Quinasa dependiente de 
ciclina 4 (Cdk4) 
Forward aca agt aat ggg acc gtc aa 62 
Reverse ggt cgg ctt cag agt ttc ca 
Quinasa dependiente de 
ciclina 2 (Cdk2) 
Forward aga ggg cac gta cgg agt 64 




Forward acc aca gtc cat gcc atc act ------------ 
Reverse acc agg aaa tga gct tga caa agt 
mmu-miR-27b-3p Stem-loop gtc gta tcc agt gca ggg tcc gag gta ttc gca ctg gat acg acg cag aa 60 
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Nombre del Gene - 
miRNA  
Sentido Secuencia (5´ to 3´) Temperatura de 
Annealing (ºC) 
Forward cgg ctt cac agt ggc taa g 
mmu-miR-148b-3p Stem-loop gtc gta tcc agt gca ggg tcc gag gta ttc gca ctg gat ac gac aca aag 
Forward cgg ctt cac agt ggc taa g 
mmu-miR-211-5p Stem-loop gtc gta tcc agt gca ggg tcc gag gta ttc gca ctg gat acg aca ggc aa 
Forward cgg ctt ccc ttt gtc atc c 
mmu-miR-129-5p Stem-loop gtc gta tcc agt gca ggg tcc gag gta ttc gca ctg gat acg acg caa gc 
Forward cgg cct ttt gcg gtc tgg 
mmu-miR-30d-5p Stem-loop gtc gta tcc agt gca ggg tcc gag gta ttc gca ctg gat acg acc ttc ca 
Forward cgg ctg taa aca tcc ccg a 
mmu-miR-470-5p Stem-loop gtc gta tcc agt gca ggg tcc gag gta ttc gca ctg gat acg aca ctc ac 
Forward gcc gtt ctt gga ctg gca ctg 
mmu-miR-470-3p Stem-loop gtc gta tcc agt gca ggg tcc gag gta ttc gca ctg gat acg act ctt ct 
Forward gcc gga acc agt acc ttt ct 
Reverse Universal  ------------ gtg cag ggt ccg agg t 
NA pequeño nucleolar 
U6 (RNA U6) 
Stem-loop gtc gta tcc agt gca ggg tcc gag gta ttc gca ctg gat acg aca aat atg 
Forward tgg aac gat aca gag aag att tag ca 





Secuencias de Oligos para RT-qPCR stem-loop, forward y reverse 
 





 Stem-loop U6 
5´GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAAATATG 3´ 
 Forward U6 
5´TGGAACGATACAGAGAAGATTTAGCA 3´ 
 Reverse U6 
5´AACGCTTCACGAATTTGCGT 3´ 
 
mmu-miR-211-5p       5´ TTCCCTTTGTCATCCTTTGCCT 3´ 
 Stem-loop miR-211-5p 
5´ GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAGGCAA 3´ 
 Forward miR-211-5p 
5´CGGCTTCCCTTTGTCATCC 3´ 
 Reverse Universal oligonucleótido 
5´GTGCAGGGTCCGAGGT 3´   
 
mmu-miR-129-5p     5´CTTTTGCGGTCTGGGCTTGC 3´ 
 Stem-loop miR-129-5p 
5´ GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGCAAGC 3´ 
 Forward miR-129-5p 
5´ CGGCCTTTTGCGGTCTGG 3´ 
 Reverse Universal oligonucleótido 
5´GTGCAGGGTCCGAGGT 3´   
 
mmu-miR-30d-5p       5´ TGTAAACATCCCCGACTGGAAG 3´ 
 Stem-loop miR-30d-5p 
5´GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCTTCCA 3´ 
 Forward miR-30d-5p 
5´CGGCTGTAAACATCCCCGA 3´ 
 Reverse Universal oligonucleótido 
5´GTGCAGGGTCCGAGGT 3´   
 
mmu-miR-27b-3p      5´TTCACAGTGGCTAAGTTCTGC 3´ 




 Forward miR-27b-3p 
5´CGGCTTCACAGTGGCTAAG 3´ 
 Reverse Universal oligonucleótido 
5´GTGCAGGGTCCGAGGT 3´   
 
mmu-miR-148b-3p       5´ TCAGTGCATCACAGAACTTTGT 3´ 
 Stem-loop mmu-miR-148b-3p 
5´ GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACAAAG 3´ 
 Forward miR-148b-3p 





 Stem-loop miR-470-3p 
5´GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCTTCT 3´ 
 Forward miR-470-3p 
5´GCCGGAACCAGTACCTTTCT 3´ 






 Stem-loop miR-470-5p 
5´GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACTCAC 3´ 
 Forward miR-470-5p 
5´GCCGTTCTTGGACTGGCACTG 3´ 



















U6 small nuclear RNA 
 
 >M10329.1 Mouse 4.8S U6 small nuclear RNA 
                      
                               5´TGGAACGATACAGAGAAGATTTAGCA 3´ 
5´GTGCTCGCTTCGGCAGCACATATACTAAAATTGGAACGATACAGAGAAGATTTAGCATGGCCCCTGCGCAAGGATGACACGCAAATTCG
TGAAGCGTTCCATATTTTT3´ 
                                                                              
3´TGCGTTTAAGCACTTCGCAA 5´ 
 
 Stem-loop U6-1 
5´GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAAATATG 3´ 
https://www.nature.com/articles/srep39899/tables/1 
 Forward U6 
5´TGGAACGATACAGAGAAGATTTAGCA 3´ 
 Reverse U6 
5´AACGCTTCACGAATTTGCGT 3´   
3´TGCGTTTAAGCACTTCGCAA 5´ 
 




                       AGGGTCC 
       5´GTCGTATCCAGTGC       G 
3´GTATAAACAGCATAGGTCACG       A 
                       CTTATGG 
                                                           T 
                                                           T              AGGGTCC 
      5´………TGGCCCCTGCGCAAGGATGACACGCAAATTCGTGAAGCGTTCCATATTTGTCGTATCCAGTGC       G 
                                                   3´GTATAAACAGCATAGGTCACG       A 
                                                                          CTTATGG 
PASO 2. Polimerización 
 
                                                           T              AGGGTCC 
      5´………TGGCCCCTGCGCAAGGATGACACGCAAATTCGTGAAGCGTTCCATATTTGTCGTATCCAGTGC       G 
                                                   3´GTATAAACAGCATAGGTCACG       A 
                                                                          CTTATGG 
 
Producto 








Parte 2: q-PCR U6 
 

























PASO 3. Hibridación del producto anterior con el oligonucleótido Reverse 
       REVERSE UNIVERSAL 
          5´GTGCAGGGTCCGAGGT 3´ 
3´CAGCATAGGTCACGTCCCAGGCTCCATAAGCGTGACCTATGCTGTTTATACCTTGCGAAGTGCTTAAACGCACAGTAGGAACGCGTCCCCGGTACGATTTAG
AAGAGACATAGCAAGGT 5´ 
                                                    5´AACGCTTCACGAATTTGCGT 3´ 
                                  REVERSE U6 ESPECIFICO 
 
PASO 4.1 Polimerización Reverse universal 
 






PASO 4.1 Polimerización Reverse U6 especifico 
 















PASO 5.1 Detección SYBR GREEN 
          
5´GTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAAATATGGAACGCTTCACGAATTTGCGTGTCATCCTTGCGCAGGGGCCATGCTAAATCTTCTCTGTAT
CGTTCCA 3´ 




PASO 5.2 Detección SYBR GREEN 
 
                                                    
5´AACGCTTCACGAATTTGCGTGTCATCCTTGCGCAGGGGCCATGCTAAATCTTCTCTGTATCGTTCCA 3´ 
                                                                      *   *                   *   *     











Mature sequence mmu- miR-211-5p 
>mmu- miR-211-5p MIMAT0000668 
5´ TTCCCTTTGTCATCCTTTGCCT 3´ 
27076 reads, 76 experiments 
 
 Stem-loop miR-211-5p 
5´ GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAGGCAA 3´ 
 
 Forward miR-211-5p 
5´CGGCTTCCCTTTGTCATCC 3´ 
 
 Reverse Universal oligonucleótido 




                              
                            5´GTGCAGGGTCCGAGGT 3´                                                                            
5´CGGCTTCCCTTTGTCATCC 3´ 
5´ GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAGGCAA 3´                   5´ 
TTCCCTTTGTCATCCTTTGCCT 3´ 




PASO 1. Hibridación del microRNA mir-211-5p con el oligonucleótido stem-
loop 
 
5´ GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAGGCAA 3´ 
 
 
                      AGGGTCC 
      5´GTCGTATCCAGTGC       G 
3´AACGGACAGCATAGGTCACG       A 
                      CTTATGG 
 
                                     AGGGTCC 
5´TTCCCTTTGTCATCCTTTGCCTGTCGTATCCAGTGC     G 
                3´AACGGACAGCATAGGTCACG     A 
                                     CTTATGG 
 
PASO 2. Polimerización 
                                      AGGGTCC 
5´TTCCCTTTGTCATCCTTTGCCTGTCGTATCCAGTGC       G 
  AAGGGAAACAGTAGGAAACGGACAGCATAGGTCACG       A 









Parte 2: q-PCR miR-211-5p 
PASO 1. Hibridación del cDNA stem-loop con oligonucleótido Forward miR-
211-5p 
 





PASO 2. Polimerización 
 






  CAGCATAGGTCACGTCCCAGGCTCCATAAGCGTGACCTATGCTGTCCGTTTCCTACTGTTTCCCTTCGGC 
5´ 
 
PASO 3. Hibridación del producto anterior con el oligonucleótido Reverse 
 
          5´GTGCAGGGTCCGAGGT 3´ 
  CAGCATAGGTCACGTCCCAGGCTCCATAAGCGTGACCTATGCTGTCCGTTTCCTACTGTTTCCCTTCGGC 
5´ 
 
PASO 4. Polimerización 
 
          5´GTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAGGCAAAGGATGACAAAGGGAAGCCG 
3´ 
  CAGCATAGGTCACGTCCCAGGCTCCATAAGCGTGACCTATGCTGTCCGTTTCCTACTGTTTCCCTTCGGC 
5´ 
 
Producto Reverse  
 
          5´GTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAGGCAAAGGATGACAAAGGGAAGCCG 
3´ 
 
PASO 5. Detección SYBR GREEN 
 
  CAGCATAGGTCACGTCCCAGGCTCCATAAGCGTGACCTATGCTGTCCGTTTCCTACTGTTTCCCTTCGGC 
5´ 
                                          *   *                   *   *     ** *        *      *     
* 

















Mature sequence mmu- miR-129-5p 
>mmu- miR-129-5p MI0000222 
5´CTTTTGCGGTCTGGGCTTGC 3´ 
 
325625 reads, 97 experiments 
 
 Stem-loop miR-129-5p 
5´ GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGCAAGC 3´ 
 
 Forward miR-129-5p 
5´ CGGCCTTTTGCGGTCTGG 3´ 
 
 Reverse Universal oligonucleótido 




                              
                            5´GTGCAGGGTCCGAGGT 3´                                                                            
5´CGGCCTTTTGCGGTCTGG 3´ 






PASO 1. Hibridación del microRNA mir-129-5p con el oligonucleótido stem-
loop 
 
5´ GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGCAAGC 3´ 
 
 
                      AGGGTCC 
      5´GTCGTATCCAGTGC       G 
3´CGAACGCAGCATAGGTCACG       A 
                      CTTATGG 
 
                                     AGGGTCC 
5´ CTTTTGCGGTCTGGGCTTGCGTCGTATCCAGTGC       G 
               3´CGAACGCAGCATAGGTCACG       A 
                                     CTTATGG 
 
PASO 2. Polimerización 
                                    AGGGTCC 
5´CTTTTGCGGTCTGGGCTTGCGTCGTATCCAGTGC       G 
  GAAAACGCCAGACCCGAACGCAGCATAGGTCACG       A 





Parte 2: q-PCR miR-129-5p 
 166 
 
PASO 1. Hibridación del cDNA stem-loop con oligonucleótido Forward miR-
1295p 
 





PASO 2. Polimerización 
 
   CAGCATAGGTCACGTCCCAGGCTCCATAAGCGTGACCTATGCTGCGTTCGGGTCTGGCGTTTTCCGGC 
5´ 




   CAGCATAGGTCACGTCCCAGGCTCCATAAGCGTGACCTATGCTGCGTTCGGGTCTGGCGTTTTCCGGC 
5´ 
 
PASO 3. Hibridación del producto anterior con el oligonucleótido Reverse 
 
           5´GTGCAGGGTCCGAGGT 3´ 
   CAGCATAGGTCACGTCCCAGGCTCCATAAGCGTGACCTATGCTGCGTTCGGGTCTGGCGTTTTCCGGC 
5´ 
 
PASO 4. Polimerización 
 
           5´GTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGCAAGCCCAGACCGCAAAAGGCCG 
3´ 
   CAGCATAGGTCACGTCCCAGGCTCCATAAGCGTGACCTATGCTGCGTTCGGGTCTGGCGTTTTCCGGC 
5´ 
 
Producto Reverse  
 
           5´GTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGCAAGCCCAGACCGCAAAAGGCCG 
3´ 
 
PASO 5. Detección SYBR GREEN 
 
   CAGCATAGGTCACGTCCCAGGCTCCATAAGCGTGACCTATGCTGCGTTCGGGTCTGGCGTTTTCCGGC 
5´ 
                                          *   *                   *   *     ** *        *      *     
* 

















Mature sequence mmu- miR-30d-5p 
>mmu- miR-211-5p MIMAT0000668 
5´ TGTAAACATCCCCGACTGGAAG 3´ 
8070908 reads, 107 experiments 
 
 Stem-loop miR-30d-5p 
5´GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCTTCCA 3´ 
 
 Forward miR-30d-5p 
5´CGGCTGTAAACATCCCCGA 3´ 
 
 Reverse Universal oligonucleótido 




                                           Reverse                                                                                                             Forward                                                                                        
                          5´GTGCAGGGTCCGAGGT 3´                                                                     
5´CGGCTGTAAACATCCCCGA 3´                                                                       
5´GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCTTCCA 3´           5´ 
TGTAAACATCCCCGACTGGAAG 3´ 











                      AGGGTCC 
      5´GTCGTATCCAGTGC       G 
3´ACCTTCCAGCATAGGTCACG       A 
                      CTTATGG 
 
                                     AGGGTCC 
5´TGTAAACATCCCCGACTGGAAG GTCGTATCCAGTGC     G 
                3´ACCTTCCAGCATAGGTCACG     A 
                                     CTTATGG 
 
PASO 2. Polimerización 
                                      AGGGTCC 
5´TGTAAACATCCCCGACTGGAAG GTCGTATCCAGTGC       G 
  ACATTTGTAGGGGCTGACCTTCCAGCATAGGTCACG       A 









Parte 2: q-PCR miR-30d-5p 
PASO 1. Hibridación del cDNA stem-loop con oligonucleótido Forward miR-
30d-5p 
5´CGGCTGTAAACATCCCCGA 3´ 
                                                  3´  
AGCCCCTACAAATGTCGGC 5´ 
5´ GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCTTCCAGTCGGGGATGTTTACA 3´ 
 
 
PASO 2. Polimerización 
 






  CAGCATAGGTCACGTCCCAGGCTCCATAAGCGTGACCTATGCTGGAAGGTCAGCCCCTACAAATGTCGGC 
5´ 
 
PASO 3. Hibridación del producto anterior con el oligonucleótido Reverse 
 
          5´GTGCAGGGTCCGAGGT 3´ 
  CAGCATAGGTCACGTCCCAGGCTCCATAAGCGTGACCTATGCTGGAAGGTCAGCCCCTACAAATGTCGGC 
5´ 
 
PASO 4. Polimerización 
 
          5´GTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCTTCCAGTCGGGGATGTTTACAGCCG 
3´ 
  CAGCATAGGTCACGTCCCAGGCTCCATAAGCGTGACCTATGCTGGAAGGTCAGCCCCTACAAATGTCGGC 
5´ 
 
Producto Reverse  
 
          5´GTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCTTCCAGTCGGGGATGTTTACAGCCG 
3´ 
 
PASO 5. Detección SYBR GREEN 
 
  CAGCATAGGTCACGTCCCAGGCTCCATAAGCGTGACCTATGCTGGAAGGTCAGCCCCTACAAATGTCGGC 
5´ 
                                          *   *                   *   *     ** *        *      *     
* 
















1. Mature sequence mmu-miR-27b-3p 
>mmu-miR-27b-3p MIMAT0000126 
5´TTCACAGTGGCTAAGTTCTGC 3´ 
2372712 reads, 107 experiments 
 
 
 Stem-loop miR-27b-3p 
5´GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGCAGAA 3´ 
 Forward miR-27b-3p 
5´CGGCTTCACAGTGGCTAAG 3´ 
 Reverse Universal oligonucleótido 




                  
          5´GTGCAGGGTCCGAGGT 3´                         
5´CGGCTTCACAGTGGCTAAG 3´ 




Parte 1: RT-PCR stem-loop 
 
Secuencias del microRNA y del stem-loop 
 
1. Mature sequence mmu-miR-27b-3p 
>mmu-miR-27b-3p MIMAT0000126 
5´TTCACAGTGGCTAAGTTCTGC 3´ 
2372712 reads, 107 experiments 
 





                      AGGGTCC 
      5´GTCGTATCCAGTGC       G 
3´AAGACGCAGCATAGGTCACG       A 
                      CTTATGG 
 
PASO 1. Hibridación del microRNA mir-27b-3p con el oligonucleótido stem-
loop 
                                       AGGGTCC 
 5´ TTCACAGTGGCTAAGTTCTGCGTCGTATCCAGTGC       G 
                 3´AAGACGCAGCATAGGTCACG       A 
                                       CTTATGG 
 
PASO 2. Polimerización 
 
                                       AGGGTCC 
 5´ TTCACAGTGGCTAAGTTCTGCGTCGTATCCAGTGC       G 
 3´ AAGTGTCACCGATTCAAGACGCAGCATAGGTCACG       A 
                                       CTTATGG 
 170 
 






Parte 2: q-PCR miR-27b-3p 
 
PASO 1. Hibridación del cDNA stem-loop con oligonucleótido Forward miR-
27b-3p 
 















PASO 3. Hibridación del producto anterior con el oligonucleótido Reverse 
 




PASO 4. Polimerización 
 







          5´GTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGCAGAACTTAGCCACTGTGAAGCCG 
3´ 
 
PASO 5. Detección SYBR GREEN 
 
        
3´CATTATAGGTCACGTCCCAGGCTCCATAAGCGTGACCTATGCTGCGTCTTGAATCGGTGACACTTCGGC 
5´ 
              *   *     ** *        *      *     
* 










Mature sequence mmu- miR-148b-3p 
>mmu-miR-148b-3p MIMAT0000580 
5´TCAGTGCATCACAGAACTTTGT 3´ 
788989 reads, 107 experiments 
 Stem-loop miR-148b-3p 
5´GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACAAAG 3´ 
 
 Forward miR-148b-3p 
5´CGGCTCAGTGCATCACAGAA 3´ 
 
 Reverse Universal oligonucleótido 




              
             5´GTGCAGGGTCCGAGGT 3´                                                    5´CGGCTCAGTGCATCACAGAA 3´                                                                       











                      AGGGTCC 
      5´GTCGTATCCAGTGC       G 
3´GAAACACAGCATAGGTCACG       A 
                      CTTATGG 
 
                                     AGGGTCC 
5´TCAGTGCATCACAGAACTTTGTGTCGTATCCAGTGC     G 
                3´GAAACACAGCATAGGTCACG     A 
                                     CTTATGG 
 
PASO 2. Polimerización 
                                      AGGGTCC 
5´TCAGTGCATCACAGAACTTTGTGTCGTATCCAGTGC       G 
  AGTCACGTAGTGTCTTGAAACACAGCATAGGTCACG       A 













Parte 2: q-PCR miR-148b-3p 
PASO 1. Hibridación del cDNA stem-loop con oligonucleótido Forward miR-
30d-5p 
5´ CGGCTCAGTGCATCACAGAA 3´ 
                                                  3´ 
AAGACACTACGTGACTCGGC 5´ 
5´ GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACAAAGTTCTGTGATGCACTGA 3´ 
 
 
PASO 2. Polimerización 
 






  CAGCATAGGTCACGTCCCAGGCTCCATAAGCGTGACCTATGCTGTGTTTCAAGACACTACGTGACTCGGC 
5´ 
 
PASO 3. Hibridación del producto anterior con el oligonucleótido Reverse 
 
          5´GTGCAGGGTCCGAGGT 3´ 
  CAGCATAGGTCACGTCCCAGGCTCCATAAGCGTGACCTATGCTGTGTTTCAAGACACTACGTGACTCGGC 
5´ 
 
PASO 4. Polimerización 
 
          5´GTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACAAAGTTCTGTGATGCACTGAGCCG 
3´ 
  CAGCATAGGTCACGTCCCAGGCTCCATAAGCGTGACCTATGCTGTGTTTCAAGACACTACGTGACTCGGC 
5´ 
 
Producto Reverse  
 
          5´GTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACAAAGTTCTGTGATGCACTGAGCCG 
3´ 
 
PASO 5. Detección SYBR GREEN 
 
  CAGCATAGGTCACGTCCCAGGCTCCATAAGCGTGACCTATGCTGTGTTTCAAGACACTACGTGACTCGGC 
5´ 
                                          *   *                   *   *     ** *        *      *     
* 
















Mature sequence mmu-miR-470-5p 
>mmu-miR-470-5p MIMAT0002111 
UUCUUGGACUGGCACUGGUGAGU 
3181 reads, 37 experiments 
 
Mature sequence mmu-miR-470-3p 
>mmu-miR-470-3p MIMAT0004760 
AACCAGUACCUUUCUGAGAAGA 
267 reads, 11 experiments 
 
 Stem-loop miR-470-3p 
5´ GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCTTCT 3´ 
 Forward miR-470-3p 
5´GCCGGAACCAGTACCTTTCT 3´ 
 Reverse Universal oligonucleótido 




                              
         5´GTGCAGGGTCCGAGGT 3´                                                                                          
5´GCCGGAACCAGTACCTTTCT 3´ 











                      AGGGTCC 
      5´GTCGTATCCAGTGC       G 
3´TCTTCTCAGCATAGGTCACG       A 
                      CTTATGG 
 
                                       AGGGTCC 
5´ AACCAGUACCUUUCUGAGAAGAGTCGTATCCAGTGC       G 
                 3´TCTTCTCAGCATAGGTCACG       A 
                                       CTTATGG 
 
PASO 2. Polimerización 
                                       AGGGTCC 
5´ AACCAGUACCUUUCUGAGAAGAGTCGTATCCAGTGC       G 
   TTGGTCATGGAAAGACTCTTCTCAGCATAGGTCACG       A 








Parte 2: q-PCR miR-470-3p 
 
PASO 1. Hibridación del cDNA stem-loop con oligonucleótido Forward miR-
470-3p 


















PASO 3. Hibridación del producto anterior con el oligonucleótido Reverse 
 





PASO 4. Polimerización 
 





Producto Reverse  
 
          
5´GTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCTTCTCAGAAAGGTACTGGTTCCGGC 3´ 
 





                                          *   *                   *   *     ** *        *      *     
* 











Mature sequence mmu-miR-470-5p 
>mmu-miR-470-5p MIMAT0002111 
UUCUUGGACUGGCACUGGUGAGU 
3181 reads, 37 experiments 
 
 
Mature sequence mmu-miR-470-3p 
>mmu-miR-470-3p MIMAT0004760 
AACCAGUACCUUUCUGAGAAGA 
267 reads, 11 experiments 
 
 Stem-loop miR-470-5p 
5´ GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACTCAC 3´      
 Forward miR-470-5p 
5´GCCGTTCTTGGACTGGCACTG 3´ 
 Reverse Universal oligonucleótido 




                              
         5´GTGCAGGGTCCGAGGT 3´                                                                                           
5´GCCGTTCTTGGACTGGCACTG 3´ 











                      AGGGTCC 
      5´GTCGTATCCAGTGC       G 
3´CACTCACAGCATAGGTCACG       A 
                      CTTATGG 
 
                                        AGGGTCC 
5´ UUCUUGGACUGGCACUGGUGAGUGTCGTATCCAGTGC       G 
                    CACTCACAGCATAGGTCACG       A 
                                        CTTATGG 
 
PASO 2. Polimerización 
                                        AGGGTCC 
5´ UUCUUGGACUGGCACUGGUGAGUGTCGTATCCAGTGC       G 
   AAGAACCTGACCGTGACCACTCACAGCATAGGTCACG       A 









Parte 2: q-PCR miR-470-5p 
 
PASO 1. Hibridación del cDNA stem-loop con oligonucleótido Forward miR-
470 
 
















PASO 3. Hibridación del producto anterior con el oligonucleótido Reverse 
 




PASO 4. Polimerización 





Producto Reverse  
          
5´GTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACTCACCAGTGCCAGTCCAAGAACGGC 3´ 
 




                                          *   *                   *   *     ** *        *      *     
* 












E. Anexo: Expresión de p16 a nivel de 
gen y proteína en células B16F1 
inducidas a pigmentación diferencial y 





Figura Suplementaria 3 Expresión de p16 a nivel de gen y proteína en células B16F1 
inducidas a pigmentación diferencial y disminución en la proliferación.  
A. Radio de expresión relativa (rER) por RT-qPCR, para un N=4, y teniendo como 
referencia a GAPDH. B. Fotografías representativas de la ubicación y distribución por 
inmunofluorescencia (Rojo) en contratinción nuclear con DAPI (azul), cuantificación de la 
expresión por intensidad media de fluorescencia (IMF). El nivel de significación (*) fue 
realizado mediante una prueba t-Student a dos colas y las diferencias fueron 
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